N
N

N

HAL

open science

Avaliacao estrutural e funcional de novos peptideos
antimicrobianos obtidos a partir de desenho racional

Luz Noemi Irazazabal

» To cite this version:

Luz Noemi Irazazabal. Avaliacdo estrutural e funcional de novos peptideos antimicrobianos obti-
dos a partir de desenho racional. Infectious diseases. Université Pierre et Marie Curie - Paris VI;

Universidade de Brasilia, 2016. Portuguese. NNT: 2016PA066418 . tel-01591166

HAL Id: tel-01591166
https://theses.hal.science/tel-01591166

Submitted on 21 Sep 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01591166
https://hal.archives-ouvertes.fr

PARIS = SEINE

N U1PMC W TEE
UnB

Programa de P6s-Graduagdo em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia
Ecole Doctorale Complexité du Vivant, Université Pierre et Marie Curie, Paris VI
Centro de Analises Protedmicas e Bioquimicas, Universidade Catolica de Brasilia

Laboratoire Biogenése des Signaux Peptidiques (BIOSIPE), Institut de Biologie Paris Seine

Avaliacio estrutural e funcional de novos peptideos

antimicrobianos obtidos a partir de desenho racional

Doutoranda: Luz Noemi IRAZAZABAL
Orientador: Prof. Dr. Octavio Luiz FRANCO, UCB/UnB, Brasilia, Brasil

Co-Orientador: Prof. Dr. Ali LADRAM, UPMC, Paris, Franga

Brasilia DF, 2016



LUZ NOEMI IRAZAZABAL

AVALIACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DE NOVOS PEPTIDEOS
ANTIMICROBIANOS OBTIDOS A PARTIR DE DESENHO
RACIONAL

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduaciao em
Patologia Molecular da Universidade de Brasilia e ao Ecole
Doctorale Complexité du Vivant de I’Université Pierre et
Marie Curie Paris VI, como requisito parcial para obtencao
do grau de Doutor da Universidade de Brasilia e Doutor da

Universite Pierre et Marie Curie.

Orientador: Prof. Dr. Octavio Luiz FRANCO, UCB/UnB

Co-orientador: Prof. Dr. Ali LADRAM, UPMC



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Professor Octdvio Franco, primeiro pela confianca em mim
depositada, sendo meu “caso complicado” ndo hesitou em me brindar um espaco na
sua equipe do Centro de Analises Protebmicas e Bioquimicas (o CAPB, certamente uma
grande equipe). Obrigada por me dar seu apoio e por acreditar (e me transmitir) desde o
inicio que eu conseguiria fazer um bom trabalho. Obrigada por ser um verdadeiro
orientador, desses que sabem tirar o melhor de cada aluno, ajudando-o a desenvolver
pensamento critico, independente e cientifico. Reitero, ao Prof. Oct, meu sincero
agradecimento, profunda admiragao e grande carinho!

Je tiens a remercier vivement le professeur Ali Ladram d’avoir bien voulu accepter d’étre
mon co-directeur de thése, malgré mon “cas compliqué”. Merci pour la confiance
accordée des le début et sans laquelle je n’aurais jamais réussi a apprendre autant
durant le peu de temps dont je disposais pour le stage. Merci pour le soutien, les
enseignements de qualité sur le domaine et les corrections, qui m’ont permis de mener
a bien ce projet. Merci beaucoup Ali de m’avoir encadrée, c’est grace a I'opportunité

III

gue tu m’as offerte que j’ai pu reprendre mon “chemin scientifique

Jexprime ma gratitude au directeur du laboratoire, le professeur Thierry Foulon, pour sa
gentillesse et pour m’avoir permis de réaliser ce stage au sein de son équipe Biogenése
des Signaux Peptidiques (BioSiPe).

A toute I'équipe du laboratoire & Paris, pour leur accueil tellement aimable et
chaleureux, chacun a su rendre mon stage agréablement inoubliable. Je tiens également
a remercier Christophe pour la synthése des peptides!

Un merci bien particulierement adressé a Sénia (aussi Dr. André), c’était grace au temps
qgue tu as dédié a m’apprendre les manips que j'ai réussi a faire une grande partie des
travaux de cette thése. Merci pour la patience, la sympathie, les discussions sur mes
résultats (et sur la vie...hihihi) qui ont contribué a la qualité du travail accompli... ainsi
qgue les pauses café et les sorties détentes :) Je serai toujours reconnaissante d’avoir eu
la chance de travailler avec toi!

Je n’oublie pas de remercier profondément Mme Muriel Umbhauer, ancienne directrice
de I'ED, qui n’a pas hésité a exercer sa fonction avec impartialité, objectivité et
professionnalisme.

Aos professores membros da banca por disporem generosamente de seu tempo para a
leitura e discussdo deste trabalho e pelos pertinentes apontamentos que
engrandeceram a versao final da tese.

Aos meus colegas de laboratério de Brasilia por estarem sempre disponiveis a me
auxiliar no trabalho e pelos momentos descontraidos cheios de risos. A todos, obrigada



por me fazer esquecer a saudade de casa. Em especial, obrigada William pelo seu
trabalho anterior que serviu de base para comecar minha pesquisa e pela paciéncia para
responder minhas perguntas a respeito.

Aos meus amigos Edemir e Thomas, agradeco ao destino (ou sera que devo agradecer
ao Nonato?!) ter nos colocado no mesmo apartamento da Colina. Estou muito feliz de
ter compartilhado esses anos cheios de conversas apaixonantes, de saidas incrivelmente
divertidas, de filmes e livros e pecas de teatro e passeios na natureza que espero
possamos continuar compartilhando por sempre. Obrigada pelas nossas rodas de
chimarrdo e mate, pelo suporte nos momentos dificeis que tive que passar, pelo apoio,
pelos conselhos e por me permitir conhecer vocés cada dia mais. Los quiero
muchisimo!!

A mis amigas, Les Filles, que siempre me acompanaron (y me aguantaron) en las buenas
y en las malas. Porque la distancia que nos separa nunca fue un obstaculo en nuestra
amistad incondicional. Son mi cable a tierra, mis “media-naranja”. Las amo!!

A Carlos, por insistirme a no bajar los brazos. Sin tu ayuda no hubiera llegado hasta aca.

A mi familia que banca mis locuras, me apoya siempre y me da libertad para salir a
cumplir mis suefios. Gracias por el aguante. Los adoro!!

Agradeco ao CNPqg e a CAPES pelas bolsas de estudo concedidas.

Finalmente, agradeco a todos aqueles que colocaram obstaculos durante este caminho.
Gracas a esses impedimentos, aprendi e cresci ainda mais, tanto profissionalmente,
guanto pessoalmente. Eles me permitiram ganhar mais confianga, me oportunizaram
lutar pelo certo e pelo justo. Hoje, ndo apenas finalizo meu trabalho como doutoranda,
como me considero uma mulher mais forte. Gracias!



Para mama,

minha “desenhadora’”



ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) have been considered as a potential novel class of
antimicrobial compounds. In order to generate new potent and non-toxic antimicrobial
agents, rational design strategies may be employed. In this view, we used a computational
method to design three synthetic AMPs ([I°, R*] MP, EcDBS1R6 and PaDBSIR1). By
determining the minimum inhibitory concentration, we found that all the peptides were
active against Gram-negative and -positive bacteria. Only [I°, R®] MP was found to
display antifungal activity. The determination of the peptide concentration producing
50% of cell lysis revealed low or no hemolytic activity, with no cytotoxicity towards
human embryonic kidney cells HEK-293. During time-kill assays more rapid bactericidal
effects were observed for PaDBSIR1 and [I°, R*] MP against E. coli compared to S.
aureus. For the peptide ECDBS1R6, identical killing curves were obtained for both
bacterial strains. Membrane permeabilization and depolarization studies combined with
field emission gun scanning electron microscopy (SEM-FEG) revealed that a
membranolytic mechanism occurs for these peptides. When analyzed by circular
dichroism and nuclear magnetic resonance microscopy or by molecular dynamics
simulations during interaction with a membrane model, peptides were shown to adopt an
amphipathic alpha-helical conformation. In conclusion, our results indicate that the
structural and functional evaluation of rationally designed synthetic AMPs represents a

promising strategy for the development of potent novel antimicrobial agents.

Keywords: infectious diseases, antimicrobial resistance, antimicrobial peptides, rational
design, structure, therapeutic potential.



RESUMO

\ \

As infecgOesrelacionadas a assisténcia a saide e o surgimento de cepas bacterianas
resistentes aos antibidticos de uso convencional, representam um dos principais
problemas de saude publica. Neste contexto, os peptideos antimicrobianos (AMPs) tém
sido considerados como uma potencial nova classe de compostos antimicrobianos.
Objetivando a geragdo de novos agentes antimicrobianos potentes € ndo toxicos, com
potencial terapéutico, estratégias de desenho racional podem ser utilizadas para otimizar
AMPs existentes ou para produzir novos AMPs com carateristicas desejaveis. Nesta
perspectiva, foi utilizada uma abordagem racional para gerar trés peptideos sintéticos ([I,
R*] MP, EcDBSIR6 e PaDBSIR1) ¢ avaliar suas propriedades estruturais e funcionais.
Mediante a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI), observou-se que
todos os peptideos mostraram atividade contra bactérias Gram-negativas (CMI = 1,5 —
12,5 uM) e Gram-positivas (CMI = 3,125 — 50 pM). Apenas [I°, R*] MP apresentou
atividade antifungica contra Candida albicans com um valor de CMI baixo (12,5 uM). A
determinagdo da concentracao de peptideo capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular,
revelou baixa ou nula atividade hemolitica (LCso > 200 uM para os peptideos [I°, R¥] MP
e EcDBSIRI; LCsp = 50 uM para PaDBS1R1), e auséncia de citotoxicidade frente a
c€lulas renais embrionarias humanas HEK-293 (LCsp ~ 111 — 143 uM). A cinética da
atividade bactericida revelou uma rapida acdo bactericida de PaDBSIRI1 e [I°, R*] MP
frente a E. coli (< 5 e 15 min, respectivamente) e moderada frente a S. aureus (30 e 45
min, respectivamente). No caso de EcDBS1R1, observou-se rapido efeito bactericida para
ambas espécies bacterianas (15 min). Os ensaios de permeabilizacdo e despolarizagao
combinados as imagens de microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de
campo (MEV-FEG), indicaram que os peptideos podem ser capazes de alterar a
integridade da membrana bacteriana por meio de um mecanismo membranolitico. A
analise da estrutura dos peptideos por espectroscopia de dicroismo circular e ressonancia
magnética nuclear, bem como a simulag¢do por dinamica molecular in silico em ambiente
de membrana, revelou uma conformacao a-hélice anfipatica. Em conclusao, os resultados
indicam que a avaliacdo estrutural e funcional dos AMPs sintéticos racionalmente
desenhados, representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos como uma nova classe de fdrmacos com vista a abordar a

problematica da resisténcia aos antibioticos.

Palavras chave: doencas infecciosas, resisténcia antimicrobiana, peptideos
antimicrobianos, desenho racional, estrutura, potencial terapéutico.



RESUME

Les peptides antimicrobiens sont considérés comme une nouvelle classe prometteuse
d’agents anti-infectieux. Afin de développer de nouveaux agents efficaces et non
toxiques, des stratégies de conception rationnelle peuvent étre utilisées. Dans cette
perspective, nous avons utilis¢ une approche computationnelle pour concevoir trois
peptides synthétiques ([I°, R*] MP, EcDBSIR6 et PaDBSIRI). En déterminant la
concentration minimale inhibitrice, nous avons montré que tous les peptides sont actifs
contre les bactéries Gram-négatif et -positif. Seul [I°, R*] MP a montré une activité
antifongique. La mesure de la concentration de peptide provoquant 50 % de mortalité
cellulaire a permis de montrer que les peptides étaient faiblement ou non hémolytiques,
sans toxicité vis-a-vis des cellules embryonnaires rénales humaines HEK-293. La
cinétique bactéricide a révélé que PaDBSIRI et [I°, R®] MP tuent rapidement E. coli en
comparaison a S. aureus et que ECDBS1R6 élimine rapidement les deux souches. Des
¢tudes de permeéabilisation et de dépolarisation combinées a de la microscopie
¢lectronique a haute résolution (FEG-SEM) ont montré un mécanisme membranolytique
des peptides. L’analyse de la structure des peptides par spectroscopie de dichroisme
circulaire et résonance magnétique nucléaire, ainsi que par modélisation moléculaire lors
de leur interaction avec une membrane modele, révele une conformation en hélice alpha
amphipatique. En conclusion, notre étude indique que I’évaluation structurale et
fonctionnelle de peptides antimicrobiens synthétiques concus de manicre rationnelle
représente une stratégie prometteuse pour le développement de nouveaux agents

antimicrobiens.

Mots clés : maladies infectieuses, résistance aux antibiotiques, peptides antimicrobiens,
conception rationnelle, structure, potentiel thérapeutique.



LISTA DE ABREVIATURAS

% Porcentagem

AMPs Peptideos antimicrobianos (do inglés, antimicrobial peptides)

ATCC American type culture collection

DC Dicroismo circular

Da Dalton

DMEM Meio Dulbecco modificado (do inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

DOPC Dioleoilfosfatidilcolina

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonila

h Horas

HEPES Acido N-(2-hidroxietil)piperacina-N’-(2-etanosulfonico)

IRAS Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude

L Litros

LPS Lipopolissacarideos

M Molar

m/z Relagdo massa carga

MALDI-ToF MS

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry

MDR Resisténcia a multiplas drogas, do inglés Multi Drug Resistance
CMI Concentra¢ao minima inibitéria

min Minutos

mL Mililitros

MTT 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo
nm Nandmetros

ns Nanosegundos

NCBI National Center for Biotechnology Information

°C Graus celsius

PBS Tampao fosfato salino

PBP Proteinas de ligacdo a penicilinas

PDB Banco de dados de proteinas, do inglés protein data bank
RMN Ressonancia magnética nuclear

RPM Rotag¢des por minuto

SDS Dodecil sulfato de s6dio

uv Ultravioleta

UFC Unidade formadora de colonia

ug Microgramas

pL Microlitro

M Micromolar




CODIGO DOS AMINOACIDOS

Aminoacidos Codigo (1 letra) Codigo (3 letras)
Alanina A Ala
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Aspartato D Asp
Cisteina C Cys
Glutamina Q Gln
Glutamato E Glu
Glicina G Gly
Histidina H His
Isoleucina I Iso
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptofano w Trp
Tirosina Y Tyr
Valina v Val
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INTRODUCAO

Doencas infecciosas nosocomiais

Uma das maiores preocupagdes na area de saide consiste na alta incidéncia de
infeccdes microbianas que representam uma das principais causas de morte e
incapacidade nos paises em desenvolvimento. As doengas infecciosas podem ser causadas
por microrganismos patogénicos, tais como bactérias, virus, parasitas ou fungos, e podem
ser transmitidas de forma direta ou indiretamente (por meio de veiculos animados ou
inanimados) de uma pessoa para outra. No caso particular das Infeccdes Relacionadas a
Assisténcia a Saade (IRAS), o principal agente causador de infec¢do sdo as bactérias,
sendo estas associadas a 87% das infec¢des (Anvisa, 2004). A Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) define as IRAS como infec¢des adquiridas durante o atendimento no
hospital, infecgdes que, no ato da admissdo do paciente, ndo estavam presentes ou em
incubagdo (Who, 2011). As IRAS constituem uma importante causa de mortalidade e
aumento dos custos hospitalares em paises desenvolvidos. Além de causar graves
infeccdes  nosocomiais  afetando  pacientes  hospitalizados, recentemente  os
microrganismos patogénicos vém se espalhando na comunidade provocando doencas
severas em pacientes previamente saudaveis.

Tanto as bactérias Gram-positivas (Gram+) quanto as Gram-negativas (Gram-)
podem estar associadas em grande medida ao desenvolvimento das doencas infecciosas
nosocomiais € comunitarias. As infeccdes causadas por fungos também té€m seu papel nos
quadros de infec¢ao hospitalar, onde resultam ser responsaveis por aproximadamente 8%
das IRAS, sendo Candida albicans e Aspergillus os patdgenos mais frequentes (Anvisa,
2004). Muitos desses microrganismos constituem a microbiota humana normal. Devido a
sua baixa viruléncia, as bactérias da microbiota possuem um papel protetor significativo,
impedindo a colonizagdo por microrganismos patogénicos. Entretanto, elas podem causar
infeccdo em individuos imunocomprometidos ou debilitados, denominadas assim de
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bactérias oportunistas (Anvisa, 2004). Desta forma, as IRAS podem ser causadas por um
microrganismo adquirido de outra pessoa no hospital (infeccdo cruzada) ou podem ser
causadas pela flora do proprio paciente (infeccdo endogena). Geralmente, os sitios de
infeccao hospitalar mais frequentemente atingidos podem ser o trato urindrio, as feridas
cirrgicas, o trato respiratorio e o sangue. Os patogenos que lideram o ranking das IRAS

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Agentes antimicrobianos ¢ sitios de infec¢desmais frequentes nas doengas infecciosas
nosocomiais (Anvisa, 2004).

Patogeno Sitios comuns de infec¢do

Bactérias Gram negativas

Escherichia coli Trato urinario, feridas cirurgicas, sangue
Pseudomonas sp Trato urinario, trato respiratorio, queimaduras
Klebsiella sp Trato urinario, trato respiratorio, feridas cirtrgicas
Enterobacter sp Trato urinario, trato respiratorio

Bactérias Gram positivas

Streptococcus sp Trato urinario, trato respiratorio, feridas cirtrgicas
Staphylococcus aureus Pele, feridas cirtrgicas, sangue

Fungi

Candida sp. Trato urinario, sangue

Composiciao das membranas biologicas

As membranas biologicas funcionam como uma barreira celular de permeabilidade
seletiva no transporte de moléculas para o interior e exterior da célula. A integridade das
membranas celulares pode ser crucial na sobrevivéncia dos microrganismos, portanto, a
ruptura da membrana resulta na morte celular. Praticamente todas as biomembranas sdo
compostas de proteinas e fosfolipideos, dispostos em bicamadas de caracteristica
anfipatica tendo ambos os dominios, hidrofilico e hidrofébico. As membranas dos
organismos eucariontes e procariontes apresentam diferencas significativas em termos de
composi¢do, estrutura e carga. A superficie da membrana eucaridtica pode ser rica em

colesterol e fosfolipidios eletricamente neutros (zwitteridnicos), enquanto a superficie das

15



células bacterianas apresenta densidade de carga negativa devido a presenca de
fosfolipidios eletricamente negativos na face externa da bicamada lipidica (Pasupuleti et

al., 2012).

Parede celular bacteriana

As membranas bacterianas podem ser altamente complexas, apresentando
diferencas estruturais que permitem a sua divisao em duas classes distintas de acordo com
a sua resposta a coloracao de Gram. As bactérias Gram-positivas apresentam composi¢ao
singular na sua parede celular, baseada em mureina e peptidoglicanos, formando um
arcabouco composto por uma alternancia de N-acetil-glicosamina e 4acido N-
acetilmuramico, no qual se encontra ligado o 4cido teicoico (FiguralA) (Kayser et al.,
2005). Ja as bactérias Gram-negativas sao formadas por uma dupla camada membranécea,
a qual consiste em uma membrana interna (MI) rica em fosfolipidios e uma externa (ME)
rica em fosfolipidios e lipopolissacarideos (LPS). O espago periplasmatico que separa
essas membranas contém peptidoglicanos (FiguralB). Varios grupos de proteinas podem
estar associados a essas membranas e envolvidas em diferentes atividades como ligagdo a
ATP, transporte de ions e de pequenas moléculas. Dentre essas proteinas observam-se as
porinas e lipoproteinas, associadas a ME; as proteinas integrais, que atravessam a ME em
varias regides; as periplasmaticas e as associadas a MI (Cordwell, 2006). As bactérias
Gram-negativas produzem uma variedade de polissacarideos, como o LPS e os
polissacarideos capsulares, que podem ser particularmente importantes para a sua
interacdo com o sistema imunitdrio do hospedeiro. O LPS atua como uma molécula
padrdo associada ao patdgeno, estimulando a resposta do hospedeiro, e os polissacarideos
capsulares podem formar barreiras fisicas (biofilmes e estruturas capsulares), as quais

favorecem a evasao da resposta imune do hospedeiro (Pasupuleti et al., 2012).
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Figura 1. Parede celular de bactérias (A) Gram-positivas ¢ (B) Gram-negativas (Kayser et al.,
2005).

Parede celular flingica

Os fungos sdo dotados de uma parede celular que possui estrutura dinamica e
robusta mantendo a forma das células e mediando a comunicacido entre estas € 0 meio
ambiente. A parede celular fungica atua como uma barreira que protege as células das
mudangas no ambiente extracelular, evitando danos fisicos ¢ osmoéticos. No caso dos
fungos patogenos, as diferengas moleculares entre as superficies das células humanas e
fingicas permitem que sejam reconhecidos pelo sistema imune inato do hospedeiro
infetado. A composicdo da parede celular dos fungos possibilita a distingdo de duas

camadas principais sendo uma camada exterior, composta de glicoproteinas (polimeros de
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manose, covalentemente associados com proteinas) ¢ uma camada interna que contém
uma estrutura esquelética de polissacarideos quitina e PB-1,3-glucano que conferem
resisténcia a célula. As proteinas da camada externa podem estar ligadas a camada

interna, predominantemente por glicosilfosfatidilinositol (GPI) associados através de

moléculas B-1,6-glucano, de carater mais flexivel (Figura 2). As proteinas e os lipideos

estdo presentes em menor propor¢do € os polimeros estruturais, f-glucano e quitina,
conferem rigidez a parede celular. Os polimeros de manose constituem uma matriz amorfa
na qual podem ser inseridos os polimeros estruturais (Gow et al., 2012). Em virtude da
importancia vital da superficie celular dos microrganismos, muitos antibioticos

comumente utilizados atuam interferindo com a estabilidade dessa estrutura.

100 nm == Manose w f3-1,6-glucano === (Quitina
i LR ; Proteinas s [3-1,3-glucano

Parede
externa

s interna

Membrana celular

Figura 2. Estrutura de parede celular do fungo Candida albicans (Gow et al., 2012).

A semelhanga das bactérias, uma caracteristica importante para a sobrevivéncia dos
fungos (especialmente C. albicans), consiste no desenvolvimento de biofilmes quando
expostos as superficies sélidas. Isto constitui um grande problema na pratica médica, pois

os biofilmes podem estabelecer-se na superficie de diversos implantes médicos invasivos
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como ¢ o caso dos cateteres intravenosos, os quais podem promover o acesso direto do

patogeno na corrente sanguinea do paciente.

Antimicrobianos utilizados no tratamento das infeccoes e mecanismos de
resisténcia

Para o tratamento de doengas infecciosas existe a necessidade do uso de agentes
capazes de eliminar o patégeno (microbicidas) ou de interromper a sua proliferagdo.
Desde a década de 1940, quando a penicilina se tornou disponivel para uso, se deu inicio
a uma nova fase da medicina conhecida como a fase dos antimicrobianos. Desde entdo,
muitas moléculas de origem natural tém sido identificadas e outras sintetizadas, reduzindo
muito a doenga e a morte por infecdo. De forma geral, os antimicrobianos podem ser
divididos em diferentes classes e apresentam diversos mecanismos de agdo capazes de
modificar o metabolismo microbiano e processos fisioldogicos como a tradugdo, replicagao
de DNA e biossintese da parede celular. Frequentemente, os agentes antimicrobianos
podem ser classificados de acordo com o seu principal mecanismo de acdo. Entre esses
mecanismos encontram-se a interferéncia com a sintese da parede celular (B-lactamicos e
agentes glicopeptidicos), a inibicdo da sintese proteica (macrdlidos e tetraciclinas), a
interferéncia com a sintese de acidos nucleicos (fluoroquinolonas e rifampicina), a
inibicao de uma via metabdlica (trimetoprim-sulfametoxazol), e a perturbagdo da estrutura

da membrana bacteriana (polimixinas e daptomicina) (Tabela 2) (Tenover, 2006).
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Tabela 2. Mecanismos de acdo dos agentes antimicrobianos (Tenover, 2006).

Mecanismo de acio Antibiotico

INIBIDORES DA SINTESE B-lactamicos: penicilina, carbapenemos, cefalosporinas
DA PAREDE CELULAR Glicopeptideos: vancomicina, teicoplanina

INIBIDORES DA SINTESE Liga¢do a subunidade ribossomal 50S: macrolideos,
PROTEICA

cloranfenicol, clindamicina
Ligacdo a subunidade ribossomal 30S:
aminoglicosideos, tetraciclina

INIBIDORES DA SINTESE DE Inibi¢ao da sintese de DNA: fluoroquinolonas
ACIDOS NUCLEICOS Inibi¢do da sintese de DNA: rifampicina

INIBIDORES COMPETITIVOS DA Sulfonamidas, analogos do acido félico
SINTESE DE METABOLITOS

ESSENCIAIS

DANO A MEMBRANA Polimixinas e daptomicina
PLASMATICA

A utilizacao indiscriminada de antibidticos e drogas afins para terapia ou profilaxia,
pode aumentar a pressdo de selecdo que favorece o surgimento, multiplicacdo e
disseminagdo de cepas resistentes. A resisténcia antimicrobiana pode ser parte de um
processo natural de evolug¢do, no qual os microrganismos desenvolvem mecanismos de
adaptacdo e sobrevivéncia ao ambiente em que vivem. Os microrganismos resistentes
podem sobreviver a exposi¢do as drogas e continuam a sua multiplicacdo no corpo,
causando mais danos e aumentando a capacidade de transmissdo (Rice, 2009). A
propagacdo da resisténcia antimicrobiana pode ser ainda mais exacerbada pelo aumento
do comércio e das viagens internacionais, tornando mais facil para formas resistentes de
uma doenca, se espalhar entre paises e continentes. As infecgdes por microrganismos
resistentes sao dificeis de tratar, exigindo alternativas terapéuticas de custo elevado e as
vezes toxicas.

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a uma classe de agentes
antimicrobianos, ou podem adquirir resisténcia por mutagdo ou através da aquisi¢do de
genes de resisténcia de outros organismos. Esses genes de resisténcia podem permitir o
bloqueio da entrada da droga na célula, a produ¢do de enzimas proteoliticas que destroem

a droga antibacteriana, a expressdao de sistemas de efluxo que impedem a droga de
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penetrar na célula e atingir o seu alvo intracelular, a alteracdo nos sitios alvo do
medicamento, ou a produ¢do de vias metabolicas alternativas que evitem a acao da droga

(Tenover, 2006; Alekshun e Levy, 2007; Allen et al., 2010) (Figura 3).

a
Bloqueio da entrada * Efluxo do
Resisténcia por mutagéo a
alteragio da molbeula alo

¥ 4 antibiético
—
RIMNA
|

DA

Inativagdo da droga

B———— 0
7
e

Figura 3. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos. Adaptado de (Allen
etal.,2010).

Em populagdes bacterianas, constantemente ocorrem mutagdes devido a erros
durante a replicagdo. Se houver alguma vantagem seletiva de alguma muta¢do, como por
exemplo a resisténcia a antibidtico, o mutante se torna rapidamente o principal
componente da populagdo devido a elevada taxa de crescimento da bactéria, o que pode
constituir um problema no tratamento das infecgdes bacterianas. Nao apenas as mutagdes
podem ser um problema, como também os mecanismos pelos quais as bactérias
transferem seus genes para outras células. Genes bacterianos sdo normalmente
transferidos a membros da mesma espécie, mas ocasionalmente a transferéncia para outras

espécies pode também ocorrer (Kayser ef al., 2005).
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A transferéncia de novo material genético entre as cepas resistentes e as cepas
bacterianas suscetiveis aos antimicrobianos, pode ocorrer por meio de mecanismos como
a transformagdo (o material genético liberado ao meio pela célula doadora, pode ser
tomado pela célula receptora), a conjugacdo (transferéncia génica unidirecional por
contato fisico entre as cé€lulas), ou a transdugdo (transferéncia génica pela via de um
bacteriofago). Frequentemente os elementos de transposi¢do (segmentos de DNA que
possuem a capacidade de se movimentar de uma regido para outra do genoma), podem
facilitar a incorporacdao de genes de resisténcia multipla diretamente no genoma do

receptor ou nos plasmideos (Alekshun e Levy, 2007).

O cenario atual da resisténcia bacteriana

Nas ultimas décadas, uma grande variedade de bactérias patogénicas resistentes a
drogas tem se multiplicado e disseminado a taxas alarmantes (Brown e Wright, 2016). As
bactérias mostram uma excelente habilidade em resistir e se adaptar ao ambiente através
da selecdo e troca de elementos genéticos de resisténcia. Assim como nos
estabelecimentos de cuidados em saide como na comunidade, a resisténcia
antimicrobiana pode ser um problema, porém nos hospitais a transmissao pode ser
amplificada por causa da populagdo altamente suscetivel e do grande reservatério de
patogenos virulentos e oportunistas que representa o ambiente hospitalar. O impacto
clinico da resisténcia antimicrobiana pode ser insignificante ou grave, dependendo do
nivel de resisténcia, do local da infec¢do, e da disponibilidade de alternativas terapéuticas
eficazes (Rice, 2009). O aumento da prevaléncia da resisténcia antimicrobiana pode
representar uma preocupacao global. O Brasil e outros paises da América Latina, em
geral, podem ter niveis mais elevados de resisténcia bacteriana entre os principais

patogenos, comparados com a Europa e os Estados Unidos (Reinert ez al., 2007).
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Nas ultimas décadas, tem sido relatado um aumento significativo de infecgdes
causadas por patogenos resistentes, incluindo Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA, do inglés methicillin-resistant S. aureus), Enterococcus spp.
resistentes a vancomicina (VRE, do inglés vancomicin-resistant Enterococcus spp.);
bactérias produtoras de enzimas capazes de hidrolisar antibioticos carbapenémicos tais
como Klebsiella pneumoniae (KPC) e Pseudomonas aeruginosa; K. pneumoniae e
Escherichia coli 3-lactamases de espectro estendido (ESBLs, do inglés extended-spectrum
beta-lactamases) e Acinetobacter spp. resistente a multiplas drogas (MDR, do inglés
multiple drug resistant) observadas particularmente nas IRAS (Ventola, 2015).
Especificamente no Brasil, as cepas que apresentam uma maior prevaléncia sao S. aureus
MRSA, K. pneumoniae ¢ E. coli ESBLs, com prevaléncias de 60, 50 e 18%,
respectivamente (Rossi, 2011).

Ao longo dos anos, a pressdao seletiva do uso de diferentes drogas resultou em
microrganismos portadores de mecanismos de resisténcia a multiplas drogas. Embora o
surgimento de microrganismos MDR seja um fendmeno natural, o uso inadequado e
descontrolado de agentes antimicrobianos, incluindo a prescricdo desnecessaria, a
administracdo de doses inadequadas, o tempo insuficiente de tratamento e os erros de
diagnostico que levam a escolha inadequada de medicamentos, amplificam o fendomeno
(Ventola, 2015). Como consequéncia, um aumento de ganho de resisténcia pela vasta
maioria de agentes patogénicos humanos foi relatado em todo o mundo (Huttner ef al.,
2013). Atualmente a resisténcia antimicrobiana compreende uma ameacga global que
expoe s€rios desafios clinicos onde as drogas comumente utilizadas se tornaram um

recurso ndo renovavel que pode ser extinto (Brown e Wright, 2016).
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Peptideos antimicrobianos (AMPs): uma nova fronteira no controle da
infecciao microbiana

Apesar do esforco realizado desde o tempo da penicilina pelas industrias
farmacéuticas na elaboracdo de metodologias para a busca e desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos, a prospeccao de novos compostos continua sendo limitada. As
empresas farmacéuticas parecem ter retirado os esforcos na producao de novos agentes
antimicrobianos, uma vez que apenas duas novas classes de antibioticos chegaram ao
mercado desde 1962: a oxazolidinona (linezolida por Pfizer) e um lipopéptido ciclico
(daptomicina por Cubist) (Coates et al., 2011), ativas contra bactérias Gram-positivas,
incluindo MRSA.

Progressivamente, mais patdogenos desenvolvem resisténcia contra os antibioticos
convencionais, tornando assim indispensavel a busca por novas substancias
potencialmente bioativas (Harbarth er al, 2015). Dentre essas novas moléculas, os
peptideos antimicrobianos (AMPs) se destacam como uma nova ferramenta
biotecnoldgica na busca de antimicrobianos de carater inovador (Silva ef al., 2011; Da
Costa et al., 2015; Fosgerau e Hoffmann, 2015).

Comumente encontrados na natureza, os AMPs podem ser efetores do sistema
imune inato de qualquer organismo. Este grupo de moléculas representa um mecanismo
primitivo de defesa imunitaria presente em diferentes organismos multicelulares tais
como plantas, insetos, peixes, mamiferos e anfibios (Zasloff, 2002; Pasupuleti et al.,
2012). A ampla distribuicdo dos AMPs nos reinos animal e vegetal, sugere um papel
fundamental na evolugdo bem-sucedida de organismos multicelulares complexos. Devido
ao efeito bactericida, fungicida, antiviral e antitumoral dos AMPs, aliado ao fato de

atuarem a baixas concentragdes, eles podem ser considerados candidatos promissores a
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agentes terapéuticos no tratamento de infeccdes, em especial em situagdes de resisténcia a
antibioterapia cléssica (Afacan et al., 2012).

As vantagens potenciais dos AMPs como medicamentos antimicrobianos e
imunomoduladores sdo significativas (Yount e Yeaman, 2005; Hancock e Sahl, 2006;
Upton ef al., 2012). Os AMPs possuem a habilidade de eliminar um grande espectro de
microrganismos de forma rapida, incluindo bactérias multirresistentes. Muitos AMPs tém
demonstrado a capacidade de ativar a resposta imune inata sem exibir imunogenicidade.
Estes peptideos, ainda, tém uma ampla gama de propriedades imunomoduladoras,
incluindo a regulacdo da expressdo de centenas de genes em variedade de células
imunitarias e a inducao de producdo de citocinas (Finlay e Hancock, 2004; Bowdish et al.,
2005; Oppenheim e Yang, 2005). Alguns AMPs mostraram um efeito sinérgico com
antibidticos convencionais, aumentando a sua poténcia in vivo, provavelmente facilitando
seu acesso na célula bacteriana (Park et al., 2011). Outros AMPs podem ser utilizados
também no controle de infecgdes sistémicas, ja& que demonstraram reduzir o dano no
tecido provocado pela resposta inflamatéria a infeccdo, enquanto estimularam,
simultaneamente, a atividade antimicrobiana do sistema imune (Upton et al., 2012).
Outras aplicagdes incluem a utilizagdo destas moléculas para impedir a colonizagdo e o
crescimento de microrganismos em materiais poliméricos sintéticos, tais como cateteres
intravenosos de uso médico (Melvin et al., 2016).

Os AMPs sdo pequenos polipeptideos de baixa massa molecular (menor do que 5
kDa) em sua maioria cationicos, de sequéncias e estruturas variaveis (Reddy et al., 2004).
Apesar da sua grande diversidade, os AMPs sdo conhecidos por terem uma estrutura
secundaria anfipatica com conjuntos de regides hidrofdbicas e carregadas positivamente,

com residuos de aminoacidos arranjados de forma linear ou ciclica. Essa propriedade
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estrutural aparece como estando intimamente relacionada a sua atividade antimicrobiana
(Hancock e Sahl, 2006).

Até o momento, mais de 2500 AMPs com propriedades bactericida, fungicida,
virucida e antitumoral, foram descobertos ou sintetizados

(http://aps.unmc.edu/AP/main.php; Antimicrobial Peptide Database) e tém sido

agrupados com base no comprimento, na estrutura secunddria e terciaria, na presencga ou
auséncia de ligagdes dissulfeto. De acordo com a classificagdo proposta por Hancock
(2003), os AMPs podem ser organizados com base na estrutura tridimensional dentro de 4
classes incluindo folhas-B, a-hélices, loops ou peptideos estendidos e mista, com as duas
primeiras classes encontradas com maior frequéncia na natureza (Figura 4) (Powers e
Hancock, 2003). A estrutura de folha-f encontra-se estabilizada pela presenca de 2 ou 3
ligacdes dissulfeto e, ocasionalmente, apresenta pequenas porgdes de estrutura o-hélice.
As estruturas helicoidais e estendidas, ocorrem apenas quando o peptideo entra em
contato com a membrana, apresentando uma conformacdo randémica em solucdes

aquosas (Yeaman e Yount, 2003).
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Figura 4. Representacdo das classes estruturais de AMPs. (A) folha-B, taquiplesina I; (B) a-
hélice, magainina II; (C) estendida, indolicidina; (D) mista, thanatina. As ligacdes dissulfeto estdo
indicadas em amarelo (Powers e Hancock, 2003).

Atividade e seletividade dos AMPs

O mecanismo de acdo dos AMPs vem sendo estudado ativamente e ainda hoje as
informacdes disponiveis nas publicagdes cientificas, continuam crescendo. De forma
geral, o potencial terapéutico dos AMPs pode ser associado com sua interagdo as
membranas biologicas promovendo a sua desestabilizacdo e, como consequéncia,
vazamento de conteudo intracelular destruindo rapidamente um amplo espectro de
microrganismos (Huang ef al., 2010). Acredita-se que a natureza anfipatica (separacao
espacial entre uma por¢do hidrofobica e outra hidrofilica) e o carater cationico (alta
frequéncia de aminodcidos basicos como a arginina e/ou lisina) dos AMPs contribuem no
desempenho da interagdo com a superficie da cé€lula-alvo e a sua inser¢do na membrana.
Portanto, a seletividade dos AMPs tem base nas diferentes composi¢des lipidicas e as
cargas presentes nas membranas de células eucarioticas e procaridticas. A camada externa

da membrana celular de mamiferos e organismos eucariontes em geral, pode ser composta
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por lipideos neutros que dificultam a interagdo eletrostatica com os AMPs, protegendo-a
assim da sua agdo (Yeaman e Yount, 2003). Porém, as interagdes eletrostaticas entre os
AMPs e as superficies das células bacterianas, podem ser facilitadas pela presenca de
fosfolipidios carregados negativamente na face externa da bicamada lipidica.

Contrario aos antibidticos de uso convencional, o efeito letal dos AMPs pode ser
independente do reconhecimento de receptores. Como consequéncia, por muito tempo
acreditou-se que os AMPs eram menos propensos a induzir mecanismos de resisténcia do
que os antibidticos convencionais. Atualmente, ¢ suposto que o desenvolvimento de
resisténcia aos AMPs surge a partir de mutagdes espontaneas assim como também ha
exemplos de bactérias com resisténcia intrinseca a determinados AMPs (Maria-Neto ef
al., 2012). Os mecanismos de resisténcia aos AMPs podem ser extremamente complexos
e, pelo menos até agora, ndo parecem seguir um padrdo Unico. Dentre os principais
mecanismos de resisténcia destacam-se o sequestro de peptideos; a destrui¢do por
protedlise através da expressdo de proteases extracelulares; a remocdo por meio de
transporte ativo; a modificacdo no metabolismo energético; e a alteragdo estrutural e/ou de
carga da superficie bacteriana para evitar a interacdo com os AMPs (Nizet, 2006; Peschel
e Sahl, 20006).

Embora a resisténcia aos AMPs parece ser menos comum do que a resisténcia aos
antibidticos convencionais, a co-evolucao dos agentes patogénicos e seus hospedeiros
possibilitou a selecdo desta caracteristica em varias bactérias. Uma melhor compreensao
dos mecanismos de resisténcia revela-se fundamental para a concep¢ao de AMPs
otimizados que permitam ser eficientemente utilizados como drogas terapéuticas

(Guilhelmelli ef al., 2013).
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Mecanismo de a¢ao dos AMPs

A agdo microbicida associada aos AMPs pode ocorrer de maneira muito rapida,
desafiando a caracterizacao passo a passo. Porém, de acordo com Brogden, o mecanismo
antibacteriano dos AMPs depende de 3 passos especificos para a indugdo da lise
bacteriana, descritos a seguir (Brogden, 2005).

A primeira etapa compreende a atracdo dos AMPs pela superficie bacteriana.
Acredita-se que devido a sua caracteristica cationica, os AMPs podem ser capazes de
estabelecer interagOes eletrostaticas com a membrana bacteriana, composta em grande
parte por fosfolipidios carregados negativamente. Porém, as membranas das bactérias
Gram-negativas e positivas, revelam-se muito mais complexas do que as membranas
modelo, e os AMPs catidonicos seriam propensos a ser atraidos primeiramente pela carga
negativa da membrana externa de bactérias Gram-negativas (por exemplo, pelos
fosfolipidios anionicos e os grupos fosfato nos lipopolissacarideos) assim como pelos
acidos teicoicos na superficie de bactérias Gram-positivas (Powers e Hancock, 2003).

A segunda etapa refere-se a ligacdo, na qual os AMPs devem atravessar os
polissacarideos capsulares até conseguir acessar & membrana citoplasmatica das bactérias
para poder interagir com os lipideos da bicamada. Esse acontecimento parece ser de
grande importincia porém, varias vezes desconsidera-se nos estudos de mecanismo de
acao.

Finalmente, ocorre a inser¢do e permeabilizacdo. A anfipaticidade dos AMPs
facilitaria a sua inser¢cdo na membrana através da interagcdo de sua regido hidrofobica com
a regido hidrofobica dos fosfolipidios de membrana. Quando a relacdo peptideo/lipideo €
baixa, os AMPs se alinham paralelamente a bicamada lipidica. A medida que essa relagao

aumenta, os AMPs comecariam a se orientar perpendicularmente até inser¢dao na
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bicamada, podendo ou ndo romper a membrana, sendo esse o ponto que distingue o seu
mecanismo de agao (Brogden, 2005).

A caracteristica peculiar dos AMPs de provocar a morte celular a partir da lise da
membrana levou ao estudo profundo do mecanismo de acdo dos AMPs. Com base nos
resultados experimentais de varios estudos realizados com peptideos a-hélices catidnicos
e anfipaticos, foram propostos trés modelos para explicar como esses AMPs rompem a
membrana plasmatica microbiana (Huang et al., 2010):

Modelo carpete: os peptideos nao sdo inseridos na membrana, mas sdao alinhados
paralelamente a bicamada lipidica permanecendo em contato com o grupo cabeca dos
lipideos formando um tapete sobre a membrana. Em concentragdes elevadas, os peptideos
orientados sobre a superficie sdo pensados interromper a bicamada de uma forma
detergente (detergent like), levando a formagdo de micelas (Figura 5). Com uma
concentracdo limiar critica, os peptideos podem formar buracos transientes na membrana
permitindo peptideos adicionais acessarem a membrana. Essa orienta¢do levaria a uma
perturbacdo local na estabilidade da membrana, promovendo a formagdo de grandes
fissuras, vazamento de componentes citoplasmaticos, perturbacdo do potencial da
membrana e finalmente desintegragdo da membrana.

Modelo barril: os peptideos anfipaticos agregam-se e reorientam-se de modo que a
face cationica fica virada para os grupos fosfatos presentes na superficie da bicamada
lipidica. Ao atingir uma determinada concentracdo, os peptideos inserem-se
perpendicularmente na bicamada lipidica, mantendo as regides hidrofobicas ligadas a
regido apolar da membrana enquanto as regides hidrofilicas ficam expostas, formando
grandes poros transmembranares. Esses poros facilitam o fluxo livre de ions e moléculas
pequenas, permitindo a fuga de componente citoplasmatico e também a ruptura da

membrana (Figura 5).
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Modelo poro toroidal: o peptideo anfipatico interage eletrostaticamente com a
membrana plasmatica fosfolipidica e se une paralelamente a mesma. Dessa forma o
peptideo separa as cabegas polares dos fosfolipidios e induz a monocamada lipidica a se
dobrar formando um poro toroidal. Nesse poro os peptideos inseridos e os grupos das
cabecas polares dos lipideos interagem e se alinham ao ntcleo aquoso. Esses poros atuam
como canais ndo seletivos a ions, toxinas e metabolitos impedindo assim a bactéria
manter a sua homeostase vital (Figura 5). Este modelo tem sido utilizado para explicar a
formagdo de poros nas membranas induzidos pelos peptideos magainina, protegrina e
melittina.

Durante muito tempo acreditou-se que o efeito membranolitico dos AMPs
provavelmente determinava sua atividade antimicrobiana. Porém, os continuos estudos
revelaram que a sua fungao poderia ser mais complexa do que o inicialmente esperado. Os
AMPs podem apresentar diferentes mecanismos de acdo, inclusive a combina¢do de mais
de uma estratégia na destruicdo dos patdgenos. Assim, um processo pode representar o
passo inicial ou, o intermediario de outro. Além disso, o mecanismo final dependera do
balanco entre as propriedades do peptideo e a composicao da membrana do patogeno alvo
(Papo e Shai, 2003).

A Figura 5 ilustra os diferentes modelos de interagao pelos quais os AMPs alteram a
organizacdo da membrana bacteriana causando a perda do equilibrio osmotico. A
espessura da bicamada pode ser afetada pela presenga de peptideos. Também, a
membrana pode se remodelar de modo a formar dominios ricos em lipideos anidnicos em
volta desses peptideos. Em casos mais especificos, pode ocorrer a formagdo de
intermediarios “non-bilayer”; a oxidagdo dos fosfolipidios; ou a ligacdo dos AMPs a
pequenos anions através da bicamada, resultando no seu efluxo. O potencial de membrana

pode ser alterado sem necessariamente provocar danos visiveis, ou segundo o modelo de
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eletroporacdo molecular, a acumulagdo de peptideos na monocamada externa pode induzir
o aumento do potencial de membrana o que torna a membrana permeavel transitoriamente

a varias moléculas, incluindo os proprios peptideos (Nguyen ef al., 2011).
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Figura 5. Modelos de interacdo entre os AMPs ¢ a membrana bacteriana. Adaptado de Nguyen et
al.,2011.

Segundo diversos estudos, a formagao de poros transmembrana parece nao ser o
unico mecanismo de ac¢do antimicrobiana. Alguns AMPs tém como principal alvo a
bicamada das membranas das células atacadas, enquanto outros atravessam a membrana ¢
podem causar lise celular por meio da ativagdo de estruturas intracelulares. Varias

observagdes sugerem que os peptideos inibem a sintese de DNA, RNA e proteinas,
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inibem a atividade enzimatica, ativam autolisinas e interferem na formagdao da parede
celular (Brogden, 2005; Mookherjee e Hancock, 2007; Nicolas, 2009).

Recentemente, tem sido proposto por Lee e colaboradores, um mecanismo de ag¢ao
detalhado no qual foram exploradas as mudangas na estrutura da membrana alvo durante a
ligacdo dos AMPs. Este trabalho propdoe um modelo de plasticidade de membrana onde a
partir da interagdo inicial do peptideo com seu alvo de membrana, ocorrem mudancas de
conformagdo e diferentes estados intermédios da membrana que surgem na presenca de
quantidades crescentes do peptideo ligado, sendo a prevaléncia de cada estado dependente
do peptideo e da composi¢cao da membrana (Lee ef al., 2016).

Os mecanismos de acdo dos AMPs parecem estar relacionados aos efeitos
hidrofobicos e eletrostaticos combinados (Dathe et al., 2002). Porém, ao definir a
atividade antimicrobiana, além das caracteristicas fisico-quimicas dos AMPs, pode ser
fundamental ter em consideragdo as condigdes fisiologicas in vivo. Isto inclui as
concentracdes de AMPs no local da infec¢do, o papel de substancias sinérgicas e
inibidoras que podem estar presentes em tecidos e fluidos, assim como determinadas
caracteristicas unicas de replicacdo bacteriana, particularmente a formagao de biofilmes

(Fox, 2013; Melvin et al., 2016).

Determinantes estruturais dos AMPs para a atividade antimicrobiana

Como apresentado anteriormente, a a¢do antimicrobiana dos AMPs pode ocorrer
pela combinagdo de efeitos hidrofobicos e eletrostaticos que levam a perturbagdes na
membrana das células alvo. Apesar de quase duas décadas de esforcos, a falta de
conhecimento detalhado dos complexos métodos de agao dos AMPs, continua limitando a

compreensao das relagdes estrutura-atividade, e como consequéncia, geram restricdes no
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aproveitamento de dados e no desenvolvimento de terapias antimicrobianas sobre a base
de peptideos (Fosgerau e Hoffmann, 2015).

Além de exibirem uma grande variedade estrutural e de sequéncia, as propriedades
fisico-quimicas dos AMPs podem ou nao estar associadas a seu mecanismo de a¢do, a sua
efetividade e especificidade de interacio com membranas fosfolipidicas (Powers e
Hancock, 2003). As diferencas eletrostaticas na composicao das membranas plasmaticas
de mamiferos e bactérias, parecem ser as responsaveis pela toxicidade seletiva dos AMPs.
No entanto, além de atrair os AMPs catidnicos, as superficies anionicas das membranas
bacterianas podem influenciar outros processos que afetam a seletividade (Khandelia e
Kaznessis, 2006). Sabe-se que a maioria dos AMPs carecem de estrutura definida em
solucdo, adotando uma forma geralmente helicoidal, apds ligagdo a membrana. Portanto,
o grau de formacdao de hélice induzida na presenca da membrana, pode influenciar a
atividade hemolitica e as propriedades antibacterianas dos AMPs (Dathe et al., 1996). A
atividade antimicrobiana pode ser induzida, entdo, pela interacdo com a membrana da
célula alvo.

Compreender as relagdes entre as principais caracteristicas estruturais dos AMPs e
seus efeitos sobre a atividade bactericida e hemolitica, pode auxiliar o desenho racional de
analogos melhorados para uso clinico (Nguyen et al., 2011). Varios estudos tém sido
realizados sobre a relacdo estrutura-funcdo dos AMPs através da modulacdo de
parametros estruturais tais como carga, conformacdo, hidrofobicidade, momento
hidrofobico, anfipaticidade, e angulo polar (Wimley, 2010). Por meio desses estudos,
constatou-se que tais propriedades determinam a poténcia e o espectro de atividade
antimicrobiana, porém atuando de maneira interdependente. A modificagdo em um
parametro induz altera¢des simultaneas em outros, o que torna dificil avaliar a influéncia

especifica de uma tnica variavel (Yeaman e Yount, 2003).
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Os AMPs podem ser caracterizados por apresentarem carga liquida positiva,
variando entre +2 e +9. Esta cationicidade ocorre devido a auséncia de residuos acidos
(acidos glutamico e aspartico) e a presenca em excesso de residuos de aminoacidos
basicos tais como arginina, lisina e histidina (Brown e Hancock, 2006). O carater
cationico, de grande importancia para a interagdo eletrostitica dos AMPs com as
membranas bioldgicas, pode garantir uma certa seletividade na atividade antimicrobiana.
Os AMPs manifestam uma baixa atracdo pelas membranas citoplasmaticas de células de
mamiferos de carater eletricamente neutro, e uma alta afinidade pela superficie
eletricamente negativa da superficie das células microbianas. Varios estudos mostraram
que a atividade dos AMPs pode depender do seu carater catidnico, relacionando
mudangas na carga liquida com um aumento ou diminuigdo da efetividade
antimicrobiana. No caso do peptideo dermaseptina S4, por exemplo, um aumento da carga
positiva, pode reduzir sua atividade hemolitica sem modificar sua agdo antiviral (Lorin et
al., 2005). No entanto, a adi¢do de carga positiva apresenta um limite, como demonstrado
para a magainina II, no qual, um excesso de cationicidade pode levar ao incremento da
capacidade hemolitica e perda de atividade antimicrobiana (Dathe ef al., 2001).

A detalhada informacdao da estrutura e a orientacio dos AMPs pode ser um
elemento importante para a compreensdao do papel dos aminoacidos individuais na
formagdo de oligbmeros em solucdo ou em ambientes que mimetizam as condi¢des de
membranas bioldgicas, assim como para uma melhor compreensao do mecanismo da lise
celular. Portanto, a caracterizagdo da estrutura tridimensional dos AMPs ¢ suas interagdes
dindmicas com os lipideos da membrana sdo elementos chave na compreensdo das
atividades biologicas. Para atingir esse objetivo, duas técnicas de espectroscopia sdao
comumente utilizadas. O dicroismo circular (DC), que fornece informagdes sobre as

condigdes experimentais em que ocorre uma mudanca estrutural, € a ressonancia
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magnética nuclear (RMN), de maior resolugdo, que permite obter informacdes sobre as
interacdes peptideo-membrana em nivel atdmico. Ambas técnicas de espectroscopia
permitiram determinar que os AMPs sofrem uma transi¢cao na conformacdo em presenga
de solventes organicos que mimetizam o ambiente de membrana celular tais como o TFE
(trifluoretanol), o SDS (dodecil sulfato de so6dio) ou em contato com modelos de
membrana mais complexos, tais como vesiculas de fosfolipideos e lipossomas. Em um
ambiente aquoso, os peptideos lineares apresentam conformagdo randdmica, ou seja, ndo
evidenciam elementos de estrutura secundaria. Logo, durante a interagdo do peptideo com
a superficie externa de diferentes tipos de membrana (anidnicas, zwitterionicas) pode
ocorrer uma mudanga de conformagdo. Geralmente, os modelos de membranas
microbianas induzem a formagio de estruturas helicoidais (a-hélice ou folha-B). E preciso
ressaltar que as modificagdes estruturais dos AMPs dependem tanto da composicao
lipidica da membrana, como também da temperatura, pH e forca idnica (Blondelle et al.,
1999).

Acredita-se que a estrutura secundaria adotada pelos AMPs em presenca da
membrana alvo tem influéncia significativa na sua atividade e seletividade. De fato, a
indugcdo de uma conformagdo em particular demonstrou ser um requerimento para a
atividade litica dos AMPs (Dathe e Wieprecht, 1999). Além disso, o modo de inser¢ao na
membrana provavelmente depende da conformagdo adotada.

De forma geral, os AMPs apresentam uma estrutura anfipatica na interagdo com
membranas biologicas. A anfipaticidade, caracterizada pela separacdo de uma face
hidrofobica e de uma hidrofilica, ocorre em uma grande variedade de estruturas sendo a
estrutura helicoidal a mais comum entre os AMPs lineares. O carater anfipatico nos
peptideos de conformagdo a-hélice, pode ser formado com uma sequéncia periddica de

residuos polares e apolares em um intervalo entre trés a quatro residuos de aminoacidos.
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Dessa forma, as cadeias laterais polares e apolares dos residuos de aminoacidos
posicionam-se adequadamente para uma separagdo em faces opostas (Huang et al., 2010).

A anfipaticidade reflete a abundincia relativa e a polarizagdo dos dominios
hidrofobicos e hidrofilicos de uma proteina. O carater anfipatico pode ser quantificado
mediante o momento hidrofobico, calculado como sendo a soma vetorial da
hidrofobicidade de cada aminodcido, normalizado para uma hélice ideal (Porto et al.,
2012). E possivel alterar o valor do momento hidrofobico fazendo mudangas na sequéncia
de aminodcidos. Em 2010, nosso grupo desenvolveu um modelo de desenho racional
(maquinas de vetores de suporte, SVM) que utiliza o momento hidrofobico, em vez de
usar a carga liquida, para a previsao da atividade antimicrobiana de peptideos com
motivos de nd de cisteina (Porto, 2010). Desta forma, demonstrou-se que o método SVM
de alta confiabilidade permite prever a atividade antimicrobiana independentemente do
tamanho do peptideo. Inclusive, observou-se que um elevado momento hidrofébico gera
um aumento significativo nas atividades hemolitica e de permeabilizagdo dos AMPs
frente as membranas alvo (Drin e Antonny, 2010). No entanto, um elevado grau de
helicidade e/ou anfipaticidade estd correlacionado com o aumento da toxicidade para as
células compostas de fosfolipideos neutros (Dathe et al., 1997; Yeaman e Yount, 2003).

A porcentagem de residuos hidrofobicos presentes no peptideo define a
hidrofobicidade. De aproximadamente 50% para a maioria dos AMPs, a hidrofobicidade
aparentemente seria uma caracteristica essencial para as interagdes peptideo-membrana,
assim como necessaria para uma efetiva permeabilizagdo da membrana. No entanto,
niveis elevados de hidrofobicidade podem estar correlacionados com uma maior
toxicidade em cé€lulas de mamifero e com a perda da especificidade antimicrobiana
(Khandelia et al., 2008; Schmidtchen et al., 2009). Portanto, muitos AMPs podem ser

moderadamente hidrofobicos, de tal modo que obtenham a optimizagdo da sua atividade
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contra membranas de células microbianas.

Angulo polar consiste em uma medida da proporcio relativa das faces polares e nio
polares de um peptideo de conformacao de hélice anfipatica. No caso de um peptideo
helicoidal hipotético, onde uma face pode ser composta exclusivamente de residuos
hidrofobicos e a outra de residuos carregados, o angulo polar seria 180° (Tossi et al.,
2000). Uma segregacdo reduzida entre estes dominios ou um aumento da propor¢ao
hidrofobica da hélice reduziria proporcionalmente o angulo polar. Em numerosos estudos
de peptideos naturais e sintéticos, um menor angulo polar (e, por conseguinte, uma maior
superficie hidrofobica) esta associado com o aumento da capacidade para permeabilizar as
membranas (Yeaman e Yount, 2003). Também, tem sido demonstrado que o angulo polar
influencia a estabilidade global e a meia-vida dos poros da membrana induzidos por

peptideos (Uematsu e Matsuzaki, 2000).

Abordagens computacionais para o desenvolvimento de novos AMPs

O uso terap€utico dos AMPs manifesta um possivel impedimento que reside na
toxicidade frente a células humanas e susceptibilidade a degradacao proteolitica que gera
uma farmacocinética potencialmente desfavoravel (meia-vida curta no sangue). No
entanto, este problema foi abordado e varias solucdes t€ém sido propostas, incluindo a
incorporagdo de fragmentos nao proteicos; a amidagdo e acetilagdo da por¢do terminal da
cadeia peptidica; a sintese de peptideos contendo D-aminoacidos (em vez de os L-
aminoacidos de origem natural) que torna os peptideos resistentes as enzimas plasmaticas,
mantendo a atividade antimicrobiana e, muitas vezes, reduzindo a atividade hemolitica
(Mangoni et al., 2006; Knappe ef al., 2010). Ademais, o uso terapéutico limitado dos
AMPs tem a ver em grande medida com o alto custo de fabricacao de peptideos (Marr et

al., 2006). O presente cendrio tem limitado tanto os testes como o desenvolvimento de um

38



grande nimero de analogos. Porém, foram propostas muitas estratégias para produzir
peptideos na escala e pureza necessarios para a aplicacdo terapéutica, utilizando uma
variedade de métodos de DNA recombinante por meio de bactérias e fungos, bem como
plantas e sistemas de produ¢do animal.

A bioinformatica tem contribuido de forma decisiva no que se refere a identificacao
e concepcao de AMPs, assim como, aos estudos sobre os mecanismos de a¢do. Desde a
década de 1990, varios métodos t€m sido aplicados para a concepcao racional de AMPs
com o objetivo de gerar andlogos de tamanho reduzido com atividade antimicrobiana
melhorada e baixa toxicidade para as células humanas. Além disso, devido a quantidade
limitada de compostos antimicrobianos naturais que pode ser extraida in vivo, a
biotecnologia representa um papel central no desenvolvimento de farmacos a partir de
AMPs identificados e caracterizados (Afacan et al., 2012).

As estratégias computacionais para o desenho racional, podem ser utilizadas para a
descoberta de moléculas candidatas a farmacos, mas também para a otimizagdo de
substancias bioativas ja existentes obtidas pelo préprio desenho. A triagem computacional
constitui um método altamente automatizado para a identificagdo de potenciais
medicamentos a partir de cole¢des de compostos reais ou virtuais. Esta técnica permite
explorar de forma répida grandes quantidades de sequéncias tornando mais simples o
trabalho de identificacdo e selecao de moléculas capazes de interagir com alta afinidade e
seletividade com o alvo molecular selecionado (Fjell ef al., 2011).

Portanto, podemos fazer uso de técnicas de rastreio de alto rendimento (HTS; High-
Throughput Screening) que podem ser feitas in silico (virtual screening), in vivo ou in
vitro. Um exemplo disso, a técnica spot array em suporte de celulose, permite sintetizar
até 1000 peptideos de maneira rapida e eficiente em termos de custo (Hilpert et al., 2007,

Winkler et al., 2009). Os peptideos sintetizados em celulose podem ser facilmente
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clivados e a sua atividade antimicrobiana testada com alta sensibilidade, por meio da cepa
Pseudomonas aeruginosa H1001, na qual tem sido introduzido o gene que codifica a
enzima luciferase bacteriana. Deste modo, detecta-se a presenca de células vivas pela
oxidacdo de D-luciferina em presenga de ATP, pela andlise da intensidade da
fluorescéncia ao longo do tempo (Hilpert et al., 2005; Hilpert e Hancock, 2007).

Por outro lado, a simulacdo molecular permite a visualizagdo tridimensional e
predicdo tedrica das interacdes entre os AMPs e uma variedade de membranas miméticas
(zwitteriOnicas, aniOnicas). Assim, a partir de minimas informacdes experimentais e da
sequéncia primaria, pode ser possivel determinar a estrutura tridimensional dos peptideos
e suas interagdes. Isso nos ajuda a predizer e compreender os mecanismos moleculares da
atividade antimicrobiana assim como os efeitos citotoxicos (Langham e Kaznessis, 2010).
Contudo, os modelos in silico devem ser integrados aos ensaios in vivo € in vitro com o
proposito de diminuir a quantidade de moléculas a serem avaliadas e maximizar as
chances de sucesso na identificagdo de novos AMPs com potencial de desenvolvimento

clinico.

Métodos de desenho racional

A metodologia tradicional responsavel pela descoberta da maioria dos farmacos
utilizados hoje, consiste no teste direto de compostos naturais ou sintéticos em ensaios
biologicos (testes em células ou modelos animais). O processo de purificacao,
caracterizagdo e sintese de compostos naturais, além de precisar uma grande diversidade
de material biologico para testes, tornam o processo trabalhoso, ineficiente e de alto custo.
Muitos AMPs de origem natural precisam ser melhorados antes que eles possam ser
utilizados como agentes terapéuticos. Nos ultimos anos, vem surgindo também uma

grande variedade de AMPs produzidos sinteticamente com o objetivo de criar AMPs com
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caracteristicas fisico-quimicas desejaveis. Neste contexto, surgem métodos de desenho in
silico de moléculas com alta especificidade para patdgenos, maior resisténcia a
degradacao por proteinases, baixa toxicidade para células eucariotas ou, ainda, técnicas de
producao de partes menores a partir de peptideos complexos que sejam mais facilmente
sintetizados para elaboracao em larga escala (Fjell et al., 2012).

Atualmente, uma abordagem racional para o desenho de novos fAirmacos tornou-se
uma area de grande destaque na quimica medicinal. Os métodos de desenho racional de
AMPs visam criar um produto farmacéutico com maior especificidade para os
microrganismos, evitando efeitos secundarios. A descoberta do papel das propriedades
fisico-quimicas dos AMPs permitiu o desenvolvimento de métodos para predizer a
atividade antimicrobiana, o que, por sua vez, pode conduzir a identificagdo prévia de
AMPs, antes de sua sintese.

Parametros estruturais e fisico-quimicos tais como a cationicidade, a propensdo para
estruturacao helicoidal, a anfipaticidade, a hidrofobicidade, podem estar intimamente
relacionados, de modo que as modificagdes destinadas a alterar um parametro, podem
resultar em mudancas significativas para um ou mais dos outros. Compreender e controlar
essas inter-relagdes pode ser a chave para a concepgdo de novos peptideos com maior
poténcia e especificidade. Varios métodos de predigdo de atividade antimicrobiana
surgiram a partir de estudos de desenho racional (Lata ef al., 2010; Thomas et al., 2010;
Porto et al., 2012).

De acordo com Porto et al. (2012), existem quatro tipos de metodologias de
desenho racional, que incluem os métodos fisico-quimicos, os métodos baseados em uma
sequéncia modelo, os métodos evolutivos € os métodos de novo. Embora também existam
métodos hibridos, essencialmente, estas quatro classes conseguem definir os métodos de

desenho racional.
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* Meétodos fisico-quimicos

Os primeiros métodos de desenho racional foram baseados no mecanismo de
acdo mais proposto para os AMPs, a ruptura de membrana. Assim, a maioria dos métodos
fisico-quimicos usam peptideos com conformac¢do em a-hélice como base para o estudo
(Porto et al., 2012). Peptideos com conformagdo em o-hélice apresentam uma ampla
distribuicdo e um grande espectro de atividades, e as suas propriedades fisico-quimicas
(carga total, hidrofobicidade, momento hidrofoébico) podem ser facilmente mensuradas. O
trabalho de Giangaspero et al. (2001) demonstrou que modificagdes na propensao de

formacao de a-hélice modificam a poténcia antimicrobiana.

* Métodos baseados em uma sequéncia modelo

Enquanto as abordagens baseadas em uma sequéncia conhecida, a geracdo de
AMPs nao depende da atividade antimicrobiana do peptideo escolhido como modelo.
Com o objetivo de reduzir o tamanho, aumentar a seletividade e/ou reduzir o efeito
citotoxico de sequéncias conhecidas, tais abordagens podem utilizar as informacdes
geradas pelos métodos fisico-quimicos (Ahn ef al., 2006). Pode ser possivel desenvolver
analogos através da substituicdo de alguns residuos de aminoéacidos para outros com
propriedades diferentes. Em 2005, Zelezetsky e colaboradores desenvolveram 6 analogos
com base no peptideo P1(Aiby) ndo proteinogénico de estrutura a-hélice efetuando uma
substitui¢cdo de aminoacido nas posigdes estratégicas 7 e/ou 14, demonstrando que pode
ser possivel modular a natureza litica do peptideo e torna-lo mais especifico para células
microbianas, através de substitui¢des de aminoacidos minimas (Zelezetsky et al., 2005).
Seguindo a mesma estratégia de substituicdo de aminodcidos, foi possivel fazer

substituigdes de forma conservativa (a estrutura terd poucas alteragdes). Desse modo,
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Ueno e colaboradores no ano 2011, criaram com sucesso novos CAMPs (peptideos
antimicrobianos catidnicos) a partir de sequéncias de origem natural ndo antimicrobianas
(Ueno et al., 2011). Recentemente, foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, um
peptideo palindromo rico em alanina, nomeado Pa-MAP2, a partir de um peptideo
sintético obtido do peixe P. americanus. O peptideo Pa-MAP2, desenhado por
substitui¢do de aminodcidos, demonstrou baixa toxicidade para células de mamiferos e

grande especificidade para membranas anionicas (Migliolo et al., 2016).

* Métodos evolutivos

Os métodos evolutivos requerem um maior poder computacional que os dois
citados anteriormente. Os métodos evolutivos utilizam algoritmos genéticos que tratam
um conjunto de peptideos como uma populacdo onde cada individuo pode ser uma
resposta em potencial. O algoritmo forca a populacao de peptideos a evoluir baseado em
uma fungdo de fitness (por exemplo, um score de atividade antimicrobiana) que pode ser
maximizada ou minimizada. Este tipo de método tem sido pouco aplicado, existem apenas
dois trabalhos que relatam o desenvolvimento de AMPs através de algoritmos genéticos

(Patel et al., 1998; Fjell et al., 2011), e que utilizam a mesma funcao de fitness.

* Métodos de novo
Contrariamente aos métodos evolutivos que utilizam uma sequéncia central para
desenvolver analogos, os métodos de novo, podem gerar uma grande variedade de
sequéncias usando padrdes ou frequéncias de aminoacidos e as preferéncias de
posicionamento (Porto ef al., 2012). A semelhanca do método anterior, os métodos de

novo precisam de um alto poder computacional.
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Desenho racional de sequéncias para o trabalho

Substituicdo de aminoacidos no peptideo mastoparano L

A familia de peptideos mastoparanos consistem em AMPs componentes do veneno
de vespa, ricos em residuos de aminoacidos hidrofobicos e basicos que adotam uma
conformagdo de a-hélice anfipatica em ambientes lipidicos. Pertencente a essa familia de
tetradecapéptidos, o mastoparano L (MP) exibe uma grande variedade de atividades
biologicas, entre elas, a capacidade de ativar a liberagdo dos granulos de mastocitos que
contém histamina, substancia envolvida nos processos de reagdes alérgicas (Hori et al.,
2001). Experimentos com membranas modelo tem demonstrado a capacidade do MP de
induzir a permeabilizagdo de membranas e a formagdo de canais idnicos (Mellor e
Sansom, 1990; Li et al., 2000). Apesar da sua atividade antimicrobiana, o potencial
terapéutico do MP parece ser limitado devido aos efeitos toxicos frente as células de
mamifero. No presente trabalho, com o intuito de reduzir/eliminar a toxicidade do MP, foi
desenvolvido o analogo [I°, R*] MP contendo 2 substitui¢des do aminoécido alanina, nas

posicdes 5 e 8 (Ala’ > Ile, Ala® > Arg) (Figura 6).

A} mastoparana L INLKALAALAKKIL B}
[I*R'] mastoparano INLEILARLAKKIL
mastoparano L [I°, R¥] mastoparano

Hidrofobicidade 1.16 0.90
Momento 1.00 1.39
hidrofabico

PFropensioc para .22 0.27

helice

Carga +3 +4&

mastoparano L [I°R'] mastoparana

Figura 6. (A) Alinhamento das sequéncias (acima) e projecdes de hélice (abaixo) do peptideo
mastoparano L (MP) e seu analogo [I°, R®] mastoparano ([I°, R®] MP). O angulo da face polar ¢
indicado por ®. Residuos de aminoacidos positivamente carregados estdo representados como
circulos brancos, os polares em cinza e os ndo-polares em preto. (B) Pardmetros fisico-quimicos
do MP e seu analogo [I°, R*] MP (Irazazabal et al., 2016).
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Algoritmo Joker

Diversos métodos de desenho de AMPs foram desenvolvidos nos ultimos anos. Em
2006, foi proposto um modelo linguistico que estabelece o funcionamento dos AMPs na
base de uma linguagem formal, formada por um conjunto de gramaticas (padrdes) e um
vocabulédrio (aminoacidos) (Loose et al., 2006). Alguns anos mais tarde, o algoritmo
Joker (Porto, 2013) foi desenvolvido baseado no modelo linguistico. O algoritmo Joker
consiste em uma nova abordagem do modelo linguistico que gera AMPs baseados em
uma sequéncia conhecida, ndo importando se as sequéncias provém ou ndo de um
peptideo com atividade antimicrobiana. Para o presente trabalho, o desenho racional
através do algoritmo Joker, foi feito utilizando o banco de dados de peptideos

antimicrobianos APD2 (http://aps.unmc.edu/AP/) (Wang et al., 2009) como fonte

primaria das sequéncias de peptideos antimicrobianos. O APD2 foi escolhido como banco
primario por ser um banco curado € com uma anotacdo detalhada, incluindo informacdes
como caracteristicas estruturais, tipos de organismos contra qual o peptideo foi detectado
ativo (e.g. fungos, bactérias e virus) e organismo fonte do peptideo. Através desta
estratégia, foram desenvolvidas um total de 100 novas sequéncias a partir de fragmentos
de proteinas retirados da base de dados NCBI. Entre os fragmentos utilizados encontram-
se a sequéncia peptidica nomeada PaDBSI, correspondente a proteina ribossomal L39E
da arqueia hipertermofilica Pyrobaculum aerophilum, ¢ a sequéncia peptidica nomeada
EcDBSI, correspondente a proteina ligante de mercurio da bactéria E. coli. Tanto o
fragmento PaDBS1 como o EcDBSI, serviram de base ao algoritmo Joker para a geragao
de 9 anédlogos cada um. Para o estudo funcional do presente trabalho, foram escolhidos

dois anélogos, designados PaADBS1R1 ¢ ECDBS1R6 (Figura 7).
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FaDBS1R1 EcDBES1R6

Hidrofobicidade 0.60 0.68
Momento 1.60 1.23
hidrofdbico

Propensao para 0.46 0.61
hélice

Carga +5 +5

PaDBS1R1 EcDBS1R6E

Figura 7. (A) Projecdo de hélice e (B) parametros fisico-quimicos dos peptideos PaDBS1R1 ¢
EcDBS1R6. O angulo da face polar ¢ indicado por @. Residuos de aminoacidos positivamente
carregados estdo representados como circulos brancos, os polares em cinza ¢ os ndo-polares em
preto.
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JUSTIFICATIVA

As infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) constituem uma importante
causa de mortalidade e aumento dos custos hospitalares em paises desenvolvidos. Entre os
patogenos comumente envolvidos na etiologia das infecgdes nosocomiais, as bactérias
tém adquirido resisténcia a multiplos antibidticos o que representa um grave problema
nao somente na comunidade sendo também nos estabelecimentos de cuidados em satde,
onde os pacientes cujo sistema imunologico estd comprometido, representam uma
populacdo altamente suscetivel. Neste contexto, torna-se extremamente importante a
busca por novas alternativas para o controle dos microrganismos multirresistentes aos
antibidticos convencionais. Hoje em dia, os peptideos tém sido considerados como uma
potencial nova classe de moléculas imunomoduladoras e antimicrobianas. Comumente
encontrados em diferentes organismos multicelulares, esses peptideos antimicrobianos
(AMPs) estdo presentes em concentragdes muito baixas e podem apresentar toxicidade,
inviabilizando a sua utilizagdo a partir da purificacdo de fontes naturais. Neste contexto,
surgem métodos de desenho in silico de moléculas como uma alternativa viavel para o
desenvolvimento de novos farmacos. Com este fim, se propde avaliar a atividade
antimicrobiana ¢ o mecanismo de agdo dos peptideos sintéticos derivados do desenho
racional: [I°, R*] mastoparano, EcDBSIR6 e PaDBSIRI. A descoberta de candidatos

antimicrobianos podera propiciar a ampliacao de terapéuticas para o controle das IRAS.
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OBIJETIVO

OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antimicrobiana, citotoxica ¢ o mecanismo de acdo dos
peptideos desenhados in silico [I°, R*] mastoparano, PaADBSIR1 ¢ EcDBSIR®, visando a
obtencdo de moléculas potenciais para a prevengdao € o controle das infec¢des de

microrganismos patogénicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar a concentragdo minima inibitoria (CMI) dos peptideos contra
microrganismos patogénicos causadores de IRAS

* Avaliar a atividade hemolitica e a toxicidade dos peptideos frente a eritrocitos
humanos, macréfagos humanos derivados de mondcitos THP-1 e células renais
embrionarias humanas HEK-293 in vitro

* Investigar a capacidade dos peptideos de permeabilizar e despolarizar
membranas bacterianas Gram-positivas ¢ Gram-negativas

* Determinar a cinética de agcdo dos peptideos frente a bactérias sensiveis Gram-
positivas e Gram-negativas

* Examinar a morfologia das membranas dos microrganismos sensiveis antes e
apds a exposicdo aos peptideos por meio da visualizagdo de imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG)

* Determinar a estrutura secundaria e terciaria dos peptideos por espectroscopia
de dicroismo circular (DC) e ressonancia magnética nuclear (RMN), além de
avaliar modelos tridimensionais por meio de modelagem molecular

* Avaliar o comportamento dos peptideos mediante dinamica molecular in silico

em ambientes de agua e de membrana DOPC
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MATERIAL E METODOS

Desenho racional de peptideos antimicrobianos: método baseado em
sequéncia modelo

Substituicdo de aminoacidos

A partir da sequéncia do tetradecapeptideo mastoparano L (INLKALAALAKKIL)
gerou-se o analogo [I°, R*] mastoparano (INLKILARLAKKIL) mediante substitui¢do de
aminoacidos. Foi colocado o residuo de arginina (Arg) na posicdo 8 de forma a
incrementar a carga liquida de +3 até +4 sem modificar o angulo determinado pela face
carregada da hélice (Figura 6). De acordo com a escala de Pace-Scholtz que determina a
propensdo de a-hélice, o aminoacido arginina estd classificado como o segundo residuo
com maior propensdo (sendo alanina o primeiro) (Pace e Scholtz, 1998). O residuo
isoleucina (Ile) foi colocado na posigdo 5 com o objeto de contrabalangar a
hidrofobicidade do peptideo, ja que Ile e Arg apresentam valores opostos na escala Kyte-

Doolittle de hidrofobicidade: 5.5 e -4.5, respectivamente (Kyte e Doolittle, 1982).

Algoritmo Joker

A geragdo de novas sequéncias realizou-se utilizando o algoritmo Joker que visa a
insercdo de padrdes rigidos em sequéncias de peptideos. A partir do banco de dados
APD?2 foram selecionadas 248 sequéncias de peptideos antimicrobianos anotados como -
hélices, que logo foram submetidas ao software Pratt 2.1 (Jonassen ef al., 1995) para a
identificacdo de padrdes. A fim de confirmar a identificagdo de padrdes, realizou-se uma
busca de tal padrao em sequencias de peptideos de 18 aminoacidos no banco de dados do
NCBI por meio de um script escrito em PERL. Os padrdes rigidos sdo formados por trés

componentes: os componentes de identidade (um aminoacido especifico em determinada
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posi¢do), os componentes ambiguos (dois ou mais aminoacidos em uma determinada
posi¢do) e os componentes curingas (qualquer dos 20 aminoacidos em uma determinada
posi¢ao) (Figura 1, Apéndice I). Baseado na premissa que o tamanho do padrdo rigido
pode ser menor que o tamanho da sequéncia, o algoritmo Joker funciona através do
sistema de janela deslizante, onde para cada janela, gera-se um novo analogo do peptideo

original (Porto, 2013).

Sintese de peptideos - técnica spot array em suporte de celulose

Os peptideos desenhados in silico foram sintetizados sobre membrana de celulose
utilizando a técnica spot array, produzida pela Kinexus Bioinformatics Corporation
(Vancouver, BC). A metodologia desenvolvida por Ronald Frank e colaboradores (Frank,
2002), permite a construcao rapida e eficiente de um grande nimero de sequéncias
peptidicas (at¢ 100 para sintese manual) em pontos, ou spots. Os aminodcidos sao
depositados em volume minimo (0,6 pL) com auxilio de um micropipetador automatico,
permitindo obter aproximadamente 50 nmols de peptideo por spot. Segundo Hilpert et al.
(2007), a confiabilidade da metodologia limita-se ao tamanho da sequéncia entre 6-18
aminoacidos. Apds a sintese, os spots de membrana com os diversos peptideos foram
dissolvidos em &agua destilada overnight e, subsequentemente, avaliada a sua atividade

antimicrobiana tal como descrito a seguir.

Determinacdo da atividade antimicrobiana frente a P. aeruginosa
bioluminiscente

A atividade antimicrobiana dos peptideos sintetizados foi avaliada contra a cepa

bioluminescente Pseudomonas aeruginosa H1001 em placa de 96 pocos tal como descrito

50



anteriormente, com algumas modificagdes (Hilpert ef al., 2005; Hilpert e Hancock, 2007).
As solucdes aquosas de peptideos liberados a partir do suporte de celulose, foram diluidas
duas vezes em meio BM2 (62 mM de tampao fosfato de potassio pH = 7, 7mM (NH4),
SO4, 2 mM MgSO4, 10 uM FeSO4, 0,4% glucose [m:v]), atingindo um volume final de 25
uL em cada poco. Subsequentemente, 50 uL de cultura overnight de P. aeruginosa H1001
(fliC :: luxCDABE) foram subcultivados em 5 mL de meio LB e crescidos até Abseo de
0,4. Esta cultura foi entdo diluida 4:100 (v:v) em meio BM2 e 25 uL e transferida para os
pocos da microplaca contendo 25 pL de solugio de peptideo (200 — 3 pg.mL™,
concentragdes finais). As microplacas foram incubadas durante 4 h a 37 °C sob agitagdo
constante de 50 rpm. A luminescéncia foi medida em leitor de microplacas Tecan
SPECTRAfluor Plus (Tecan EUA, Morrisville, NC). A atividade antimicrobiana foi
avaliada pela capacidade dos peptideos para reduzir a luminescéncia de P. aeruginosa
H1001, em comparagdo com as bactérias nao tratadas. Os peptideos magainina2 e
meropenem carbapenem foram usados como controles positivos e, o controle negativo

corresponde as bactérias em presenca de dgua destilada.

Sintese dos peptideos escolhidos e confirmacio da identidade por
espectrometria de massas

Apos a escolha das sequéncias peptidicas pela estratégia de sintese spot array
acoplada a andlise de atividade antimicrobiana frente a P. aeruginosa bioluminescente; os
4 peptideos selecionados foram sintetizados através de um protocolo de sintese quimica,
purificados (> 95%), liofilizados e armazenados pela Peptide 2.0 Inc., EUA. A sintese foi
realizada de acordo com a metodologia em fase solida F-moc (envolve o uso de 9-
fluorenilmetoxicarbonila protetor do grupo amino). A verificacdo de massas moleculares

e o grau de pureza dos peptideos sintetizados foi realizada utilizando a andlise de
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MALDI-ToF ToF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass
spectrometry) em UltraFlex III, Bruker Daltonics®, Billerica, MA. Os peptideos foram
dissolvidos em um volume minimo de 4agua, misturados com uma solucdao saturada de
acido matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (1:3; v:v). As amostras foram secas a temperatura
ambiente sobre uma placa de MALDI. A solu¢do de 4cido matriz foi preparada em
H,O:ACN:TFA nas proporcoes 50:50:0,3; v:viv. A massa monoisotopica dos peptideos
foi obtida em modo refletor com a calibragdo externa utilizando o peptideo de calibragdo
padrdo II por espectrometria de massa (até 4000 Da gama de massas, Bruker Daltonics,

Billerica, MA).

Determinac¢ao da concentracdo minima inibitéria (CMI) antibacteriana

A atividade antibacteriana in vitro dos peptideos foi avaliada pelo ensaio
modificado de inibicdo do crescimento por microdiluicdo em caldo, de acordo com o
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) (Nccls, 2003). Foram
utilizadas as cepas de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii ATCC 19606,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e os isolados clinicos S. aureus resistente a
meticilina (7133623) (MRSA) e K. pneumoniae resistente a carbapenémicos (3259271)
(KPC), cultivadas em agar LB (Lysogeny Broth). As duas cepas Gram-positivas
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 e Listeria ivanovii Li 4pVS2 foram cultivadas em
agar BHI (Brain Heart Infusion). A partir de colonias frescas, preparou-se um cultivo mae
que foi diluido em meio MH (Muller Hinton) de maneira seriada para determinar a carga
bacteriana e obter uma suspensdo com absorbancia no cumprimento de onda de 630 nm

(Ag3z0) desejada, com a excecao de S. pyogenes, L. ivanovii e E. faecalis que foram
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diluidos em seus respectivos meios de cultura. Foram utilizados indculos na fase de
crescimento exponencial, na concentragdo aproximada de 10° UFC.mL"! (Agzo = 0,01). A
concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada em placa de 96 pogos, contendo
50uL da suspensdo bacteriana e 50 uL do peptideo em dilui¢des seriadas (200 até 1 puM,
concentracdo final). Apos incubagdo durante a noite a 37 °C sob agitacao a 150 rpm, a
inibicao do crescimento bacteriano foi avaliada pela leitura de absorbancia pontual a Agso
utilizando um leitor de microplaca (UVM 340, Asys Hitech). A menor concentracdo que
inibir o 100% crescimento bacteriano ¢ considerada a CMI, correspondente a media dos
resultados obtidos a partir de 3 experiéncias independentes realizadas em triplicata. O
controle positivo (considerado como 100% de inibicdo de crescimento bacteriano)
corresponde a suspensao bacteriana em presenca de formaldeido 0,7% (v:v) e o controle

negativo em auséncia de peptideo (Andre et al., 2015).

Determinac¢iao da concentracio minima inibitéoria (CMI) antifingica

A atividade antifingica dos peptideos foi avaliada também pelo ensaio de
microdiluigdo em caldo utilizando as cepas Candida albicans ATCC 90028 e C.
parapsilosis ATCC 22019, cultivadas a partir de colonias frescas em agar contendo
levedura, peptona e dextrose (Yeast Peptone Dextrose - YPD) por 48h a 30 °C (Nccls,
2003). O valor de CMI foi determinado pela medi¢do da Agszp em placa de 96 pocos
contendo 50 pL da suspensdo de fungos na fase do crescimento exponencial a 10°
UFC.mL"' em meio liquido YPD junto a 50 pL do peptideo em diluicdes seriadas (200 até
1 uM, concentragdo final), ap6s incubagdo durante a noite a 30 °C e 150 rpm. A
concentracdo minima inibitoria (CMI) foi assumida como sendo a menor concentragdao
onde ndao houve crescimento dos fungos detectavel espectrofotometricamente,

correspondente a média dos resultados obtidos a partir de 3 experiéncias independentes
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realizadas em triplicata. O controle positivo corresponde & suspensdo bacteriana em
presenca de formaldeido 0,7% (v:v) e o controle negativo em auséncia de peptideo (Andre

etal.,2015).

Ensaio hemolitico

O ensaio utilizado para determinar a atividade hemolitica dos peptideos, foi
modificado do protocolo descrito por Bignami (1993). Resumidamente, o sangue humano
de pacientes sauddveis foi coletado, os eritrocitos foram separados do plasma por
centrifugacao (1500 rpm), lavados trés vezes com 50 mM tampao fosfato, pH 7.4, e
incubados com o peptideo (400 at¢ 1 uM, concentragdo final). Os peptideos foram
adicionados na suspensao de eritrocitos (1%, v:v) no volume final de 100 puL e incubados
a 37 °C durante 60 min em placa de 96 pocos. Apods incubagdo, a liberacdo de
hemoglobina foi determinada espectrofotometricamente pela leitura de Asso em leitor de
microplacas (Bio-Tek). O controle de 0% hemolise corresponde a suspensao de eritrocitos
em presenga de 50 mM de buffer fosfato, pH 7,4 e, como controle positivo (100% de lise)
foi usada uma suspensao de eritrocitos incubados com uma solucao de Triton X-100 1%
(v:v). Os resultados foram expressos pela concentracdo de peptideo capaz de produzir

50% de hemdlise (concentragao litica 50, LCsy).

Avaliacio citotoxica dos peptideos in vitro

A avaliagdo da citotoxicidade dos peptideos foi realizada frente a macrofagos
humanos derivados de monocitos THP-1 (gentilmente fornecidas pelo Dr. B. Oury, IRD,
Montpellier, Franga) e células renais embrionarias humanas HEK-293 (gentilmente

fornecidas pelo Dr. O. Jean-Jean, IBPS, UPMC, Paris, Franga). Os mondécitos THP-1
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foram cultivados em RPMI 1640 (Life Technologies), suplementado com 10% soro fetal
bovino (do inglés FBS), 25 mM HEPES, GlutaMax 1%, 1 mM piruvato sédico, penicilina
(100 U.mL") e estreptomicina (100 pg.mL"'). O meio de cultura utilizado para o
crescimento das células HEK-293 foi DMEM (Life Technologies) suplementado com
10% FBS, penicilina (100 U.mL™") e estreptomicina (100 pg.mL™"). Ambas linhagens
celulares foram incubadas a 37 °C, 5% de CO; e 95% de umidade. Os monocitos THP-1
foram diferenciados a macrofagos por adi¢io de 20 ng.mL™ PMA (do inglés, phorbol 12-
myristate 13-acetate) no meio de cultura contendo as células na concentragdo 5 x 10°
celulas.mL™", semeados em microplacas de 96 pocos (100 uL por poco) e incubadas por
48 h a 37 °C. Apo6s lavagem (2 vezes) com RPMI 1640, os macrofagos foram incubados
durante 24 h a 37 °C com 100 pL do peptideo diluido em meio de cultura (200 até 12,5
uM, concentragao final). As células HEK-293 foram semeadas em placa de 96 pocos (100
uL por pogo) na densidade de 5 x 10° células.mL™ e incubadas durante a noite a 37 °C.
Ap0s incubagdo, as células foram lavadas com DMEM e incubadas durante 24 h, a 37 °C
com 100 pL do peptideo diluido em meio de cultura (200 até¢ 12,5 uM, concentragdo
final). O ensaio para determinar a atividade citotoxica dos peptideos foi realizado de
acordo com a andlise de viabilidade celular empregando o ensaio colorimétrico MTT.
Este ensaio consiste na avaliacdo da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial. O
método MTT, fundamenta-se na capacidade das células vivas de reduzirem o sal 3-(4,5-
di-metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo no produto formazam, insoliivel em
agua (Van De Loosdrecht ef al., 1991). O ensaio MTT, distingue as células vivas das
células mortas, quantificando a producao de formazam, um produto de cor azulada, como
uma medida direta da viabilidade celular. 10 pL de MTT 5 ng.mL™" foram adicionados 4
placa de 96 pocos. Apos 4 h de incubagdo a 37 °C no escuro, os cristais de formazan

foram solubilizados com 100 pL. de uma solu¢do contendo 40% dimetilformamida em 2%
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acido acético glacial, 15% SDS, pH 4,7, seguidos de 1 h de incubagdao a 37 °C sob
agitacdo a 150 rpm. Os grupos controle foram representados por pocos com (1) células e
meio de cultura, representando 100% de viabilidade celular; (2) células, meio de cultura e
solucao de lise, representando 0% de viabilidade celular; e (3) meio de cultura (branco).
Finalmente, a absorbancia foi determinada em leitor de microplacas a 570 nm (Asys
Hitech UVM 340) usando como referéncia o cumprimento de onda de 630 nm. Os
resultados foram expressos pela concentragdo de peptideo capaz de reduzir em 50%
(concentracao litica 50, LCsp) a viabilidade celular utilizando o software GraphPad
Prism® 5.0. A viabilidade celular foi determinada pela média da triplicata de cada

concentracao testada em trés experimentos independentes (Abbassi et al., 2013).

Avaliacdo da permeabilizacio de membranas bacterianas induzida por
peptideos

O efeito dos peptideos sobre a permeabilidade da membrana plasmatica das
bactérias Gram-negativa E. coli ATCC 25922 e Gram-positiva S. aureus ATCC 25923,
foi avaliado mediante o uso da sonda fluorescente SYTOX green (SG) (Thevissen ef al.,
1999). As células sadias ndo permitem a entrada da sonda SG, entretanto quando a
membrana das células sofre alteracdes, a sonda penetra na célula e se associa aos acidos
nucleicos, que conduz a um aumento de fluorescéncia. Células bacterianas em
crescimento exponencial foram centrifugadas (1000 x g, 10 min, 4 °C), lavadas e
ressuspendidas em PBS (NaCl 1M, Na,HPO4 0,1M, pH 7,3) até As3o de 0,01. Um volume
de 792 pL da suspensdo bacteriana contendo 6 x 10° UFC.mL", foi incubado com 8 pL
de SG 100 uM durante 30 min a 37 °C no escuro. Apos a adi¢do do peptideo (200 pL,
concentracdo final, 2 vezes superior ao valor da CMI), a fluorescéncia foi monitorada

durante 20 min a 37 °C no espectrofotometro de fluorescéncia Varian Cary Eclipse, com
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excitagdo e emissdo em 485 e 520 nm, respectivamente. Dois controles experimentais
foram utilizados: o controle negativo, correspondente a células em presenca de PBS ¢ o
controle positivo, correspondente a células em presenca do peptideo formador de poros na
membrana, melitina (Rex, 1996). Foram realizadas trés experiéncias independentes e os

resultados correspondem a uma experiéncia representativa.

Avaliacdo da despolarizacio de membranas bacterianas induzida por
peptideos

O efeito dos peptideos sobre a polarizagdo da membrana plasmatica de bactérias
Gram-negativa E. coli ATCC 25922 e Gram-positiva S. aureus ATCC 25923, foi avaliado
mediante o uso da sonda fluorescente DiSC3(5) (3,3 -dipropylthiadicarbocyanine iodide)
(Sims et al., 1974). A sonda sensivel ao potencial de membrana DiSC3(5) permite
monitorar a despolarizagdo da membrana plasmatica induzida por peptideos pela mudanca
da intensidade de emissdo de fluorescéncia. Esta sonda cationica e lipofilica, acumula-se
dentro da bicamada lipidica das membranas celulares e, em seguida, agrega-se causando
uma diminui¢do da sua fluorescéncia. Os agentes despolarizadores que geram a perda do
potencial de membrana provocam a liberacdo da sonda e, desta forma, ocorre o aumento
de fluorescéncia que pode ser monitorado ao longo do tempo. Para o experimento, células
bacterianas em crescimento exponencial foram centrifugadas (1000 x g, 10 min, 4 °C),
lavadas e ressupendidas em PBS (NaCl 1M, Na,HPO4 0,1M, pH 7,3) até Ag3o de 0,1 (1 x
10" UFC.mL™). Um volume de 700 pL da suspensdo bacteriana contendo DiSC3(5) 1 uM
foi pre-incubado no escuro durante 10 min a 37 °C para permitir a maxima absorcao da
sonda (maximal dye uptake and fluorescence quenching). Para equilibrar as concentracdes
citoplasmaticas e externas de K, 100 pL de KCI 1 mM foram adicionados. Apés a adigdo

do peptideo (200 uL, concentragdo final, 2 vezes superior ao valor da CMI), mudancas na
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fluorescéncia foram monitoradas a 37 °C durante um periodo de 20 minutos empregando-
se o espectrofotometro de fluorescéncia Varian Cary Eclipse, com excitacdo € emissao
em 622 e 670 nm, respectivamente (Andre et al., 2015). Dois controles experimentais
foram utilizados: o controle negativo, correspondente a células em presenca de PBS ¢ o
controle positivo, correspondente a células em presenca do peptideo formador de poros na
membrana, melitina (Rex, 1996). Foram realizadas trés experiéncias independentes e os

resultados correspondem a uma experiéncia representativa.

Ensaios time-kill

A cinética de acdo bactericida (time-kill) dos peptideos desenhados foi investigada
frente as bactérias Gram-negativa E. coli ATCC 25922 e Gram-positiva S. aureus ATCC
25923, com uma concentracao de peptideo duas vezes superior ao valor da CMI. Cultivos
bacterianos em fase de crescimento exponencial, foram centrifugados (1000 g, 10 min,
4°C), lavados trés vezes com PBS (10 mM fosfato, 100 mM NaCl, pH 7,3), e em seguida,
suspensos em PBS para obter uma concentragio de 10° UFC.mL". Foram incubados 100
pL desta suspensdo bacteriana a 37°C com 100 pL de PBS contendo os peptideos.
Aliquotas de 10 pL foram retiradas a diferentes tempos, diluidas em meio LB, e
espalhadas em placas de LB-agar. Apos incubacao durante a noite a 37 °C, os valores de
UFC foram obtidos. Se realizaram controles em auséncia de peptideo. Duas replicas do
experimento foram realizadas em triplicata para determinar a cinética do time-kill

(Abbassi et al., 2013).

Microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo (MEV-
FEG)
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A fim de observar possiveis alteracdes morfologicas na superficie das células em
presenca dos peptideos desenhados, foram obtidas imagens de alta resolucao utilizando
microscopia eletronica de varredura com fonte de emissao de campo (MEV-FEG, do
inglés Scanning Electron Microscopy with Field Emission Gun), para os seguintes
microrganismos: P. aeruginosa ATCC 27853, L. ivanovii Li 4pVS2 e C. albicans ATCC
90028. As células microbianas em fase semi-logaritmica foram centrifugadas (1000 x g,
10 min, 4 °C), lavadas duas vezes com PBS, e ressuspendidas no mesmo tampao na
concentracdo 2 x 10’ UFC.mL™". Aliquotas de 200 pL da suspensio de microrganismos
foram incubadas 1 h a 37 °C com o peptideo em concentracdes finais correspondentes a
CMI e duas vezes acima da CMI. O controle negativo corresponde as células incubadas
em PBS na auséncia do peptideo. As células foram fixadas com glutaraldeido 2,5%,
homogeneizadas invertendo suavemente os tubos e armazenadas a 4 °C. As imagens
SEM-FEG foram obtidas no microscopio modelo Hitachi SU-70. As amostras foram
colocadas em suporte de ouro, onde 20 puL do indculo foram depositados e secos sob
atmosfera de nitrogénio, em seguida as amostras foram fixadas sobre um suporte de
alumina SEM, recobertas com carbono, ¢ observadas sem metalizagdo. O detector de
elétrons secundario Lens (SE-Lower) foi utilizado para caracterizar as amostras. A
voltagem de aceleragdao foi de 1 kV e a distancia de trabalho foi de cerca de 15 mm.
Foram analisadas em cada superficie pelo menos 5-10 locais diferentes, o que levou a

observacao de um minimo de 100 células individuais.

Experimentos de espectroscopia de dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos em colaboragdo com o Dr.

Luciano Liao e a Dra. Eliane Santana Fernandes Alves do Departamento de Quimica da
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Universidade Federal de Goias (UFG). Os experimentos foram realizados em
espectropolarimetro JASCO J-815, equipado com um controlador de temperatura Peltier,
modelo PTC-423L/15. Utilizou-se um volume de amostra igual a 300 puL, em cubeta de
caminho otico de 1 mm, na temperatura de 25 °C, fazendo-se 6 varreduras entre os
comprimentos de onda de 190 e 260 nm, com velocidade de varredura de 50 nm.min™',
coleta de dados de 0,2 nm e tempo de resposta de 1s, com 1 nm de largura de banda.
Adquiriu-se também espectros, nas mesmas condi¢des, de amostras sem os peptideos
(branco), os quais, por sua vez, foram subtraidos dos espectros adquiridos das amostras
com peptideos. Todos os processamentos foram realizados fazendo uso do sofiware
SpectraAnalysis, o qual integra a plataforma Spectra Manager. As deconvolugdes de
todos os espectros, com vistas a se estimar o teor de formacao de hélice (H) em fungado do
numero de ligagdes peptidicas (n) foram feitas utilizando a formula H= [0]222/ [-40000

(1-2,5/n)].

Experimentos de RMN

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
colaboracdo com o Dr. Luciano Liao e a Dra. Eliane Santana Fernandes Alves do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG). Fazendo uso de um
espectrometro Bruker Avance III 500, operando na frequéncia de 500.13 MHz para o
nucleo de hidrogénio, ¢ uma sonda de deteccao inversa, provida com trés canais e
gradiente em Z, realizaram-se experimentos unidimensionais de 'H e os experimentos
bidimensionais TOCSY, NOESY e HSQC. Os parametros de aquisi¢ao utilizados em
cada experimento sdo mostrados na Tabela 3, os quais foram escolhidos apos
experimentos preliminares de otimizagdo. O volume de 500 pL de uma solucdo de

peptideo de concentracdo igual a 100 mM, tendo como solvente H,O:D,0 na propor¢ao
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de 9:1, e ainda, 50 pL de solugcdo 5% (m/v) contendo o padrdao interno DSS, foi
transferido para um tubo de RMN de 5 mm. Os experimentos foram realizados sem giro e
na temperatura de 25 °C, exceto nos casos em que avaliou-se a influéncia da temperatura
nos padrdes espectrais obtidos. Antes da realizagdo dos experimentos, procedeu-se ao
ajuste automatico da homogeneidade do campo magnético (shiming), a calibracdo do

pulso de 90° e, também, da frequéncia (tunning e matching).

Tabela 3. Parametros para aquisi¢do de experimentos de RMN

Experimentos de RMN

Parametros 3
H TOSCY NOESY HSQC

SW (Hz) 12.0161  8.012,82 12.0161 F,=16.0214

F,=90.0036
NS 32 128 16 132
O,(Hz)  2.346,79 2.349.61 2.349,09 F,=2.348,88
F.=4.401,52
p1(Usec) 7,66 7,66 717 7,66
TD 6.5536 F,=4.096 F,=4.096 F,=4.096
F,=256 F,=160 F, =256
PIW9 (W) 4,67.10° 4,67.10° - 4.67.10°

D8(ms) - - 250 -

Modelagem molecular

A busca pelos moldes estruturais foi feita por meio do servidor HHPred (Soding e?
al., 2005). Para a construcao de modelos tridimensionais de peptideos, foi realizada uma
pesquisa usando os codigos PDB. Utilizou-se o codigo 1D7N para o peptideo [I°, R®] MP
e o codigo 3J46 para o peptideo ECDBS1R6, sendo utilizada a cadeia N do complexo

proteico neste caso, por apresentar a maior identidade de sequéncia. Os modelos
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tridimensionais tedricos foram construidos usando MODELLER 9.14 (Webb e Sali,
2014), e selecionados de acordo com a pontuagdo de energia optimizada (DOPE score);
que indica as melhores estruturas possiveis. A geometria, estereoquimica, € a energia de
distribuicao dos melhores modelos, foram avaliadas por meio de PROSA II (Wiederstein
e Sippl, 2007) e PROCHECK (Laskowski et al., 1993). PROCHECK verifica a qualidade
estereoquimica da estrutura da proteina através do grafico de Ramachandran, para o qual
os modelos de boa qualidade apresentam > 90% dos residuos de aminoacidos nas regides
mais favoraveis e permitidas, enquanto PROSA II indica a qualidade de dobramento. A

visualizacao da estrutura foi realizada em PyMOL (http://www.pymol.org).

Dinamica molecular em agua

Utilizando o modelo de agua Single Point Charge (Berendsen et al., 1981); foram
realizadas as simulagdes dos peptideos em um ambiente aquoso. As andlises foram
realizadas utilizando o campo de forca GROMOS96 43A1 e o pacote computacional
GROMACS 4 (Hess et al., 2008). A dinamica utiliza os modelos moleculares dos
peptideos como as estruturas iniciais, imersas em moléculas de 4gua em uma caixa cubica
com distincia minima de 10 A entre o peptideo e os limites do caixa. A fim de neutralizar
a carga do sistema, foram adicionados ions cloro. A geometria das moléculas de agua foi
condicionada utilizando o algoritmo SETTLE (Miyamoto ¢ Kollman, 1992). Todos os
comprimentos das ligagdes entre atomos foram vinculados usando o algoritmo LINCS
(Hess et al., 1997). As correcoes eletrostaticas foram feitas de acordo com o algoritmo
Particle Mesh Ewald (Darden et al., 1993), com um limite de raio de 1,4 nm, a fim de
minimizar o tempo de célculo. O mesmo limite de raio também foi utilizado para as
interacdes de van der Waals. A lista dos vizinhos de cada atomo foi atualizada a cada 10

passos de simulagdo de 2 fs. O sistema foi submetido a uma minimizagcdo de energia
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usando 50.000 passos do algoritmo Steep Descent. Apds isso, a temperatura do sistema
foi normalizada a 310 K para 100 ps, utilizando o termostato velocity rescaling (conjunto
NVT). Em seguida, a pressdao do sistema foi normalizada a 1 bar para 100 ps, usando o
baréstato Parrinello-Rahman (conjunto NPT). Os sistemas com energia minimizada,
temperatura equilibrada e pressao foram simulados para 100 ns, utilizando o algoritmo
leap-frog (Van Gunsteren e Berendsen, 1988). As estruturas foram salvas a cada 2 ps de

simulacgao.

Dinamica molecular em membrana DOPC

O modelo molecular ou estrutura por RMN dos peptideos foi colocado na
membrana utilizando o servidor CHARMM-GUI (Wu et al., 2014). A simulagdo foi
realizada para o modelo de membranas miméticas dioleolylphosphatidylcholine (DOPC).
O eixo principal do peptideo foi alinhado com o eixo Z e, em seguida, inserido na
bicamada retangular DOPC de 50 A? (eixos X e Y) utilizando o método de inser¢do para a
construcdo do sistema. A simulacdo foi realizada de forma semelhante a simulagdo em
agua, com pequenas modificagdes. O sistema foi simulado utilizando o campo de forca
GROMOS96 53a6 ampliado para os lipidios Berger (Berger ef al., 1997). O arquivo de
topologia e os parametros lipidicos foram obtidos a partir do sitio web de Dr. Tieleman
(http://wcm.ucalgary.ca/tieleman/downloads). No conjunto NVT, a temperatura do
sistema foi normalizada a 310 K para 100 ps, usando o termostato velocity rescaling. Para
o conjunto de NPT, utilizou-se o termostato Nosé-Hoover, e a pressdao do sistema foi
normalizada a 1 bar por meio do barostato Parrinello-Rahman com a pressdo de
acoplamento semi-isotropica € uma constante de acoplamento de 1 ns. Os sistemas com
energia minimizada, temperatura equilibrada e pressao foram simulados para 100 ns,

utilizando o algoritmo leap-frog (Van Gunsteren e Berendsen, 1988).
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RESULTADOS

Desenho racional e sele¢ao de sequéncias

As novas sequencias obtidas a partir do algoritmo Joker e da estratégia de
substituicdo de aminoacidos, foram submetidas a avaliacdo de atividade antimicrobiana
frente a bactéria P. aeruginosa H1001 bioluminiscente, utilizando a estratégia de sintese
spot array em membrana de celulose. As sequéncias selecionadas [I°, R®] MP,
EcDBSIR6 ¢ PaDBS1R1 apresentaram uma potente atividade contra a bactéria com
valores de MIC no intervalo 6 — 6,25 uM (Tabela 1, Apéndice I). A Tabela 4 resume as

principais informacdes das sequéncias selecionadas.

Tabela 4. Sequéncias desenhadas selecionadas para avaliacdo funcional.

Nome Método de Sequéncia Amino Massa
desenho acidos molecular (Da)

[I°, R"] Substituigdo INLKILARLAKKIL 14 1606.091

mastoparano de aas

EcDBSIR6 Algoritmo PMKKLFKLLARIAVKIPVW 19 2250.406
Joker

PaDBS1R1 Algoritmo PKILNKILGKILRLAAAFK 19 2106.366
Joker

Confirmacao da identidade e pureza dos peptideos por espectrometria de massas

As andlises realizadas por espectrometria de massas MALDI-ToF confirmaram as
massas de [I°, R®] MP, EcDBSIR6 ¢ PaDBSIRI (Tabela 4), gerando fons de m/z em
1607.26, 2251.40 e 2107.38 Da, respectivamente (Figura 8). Do mesmo modo, a andlise
de massas para os peptideos amidados em C-terminal [I°, R®] MP e PaDBSIRI

confirmaram a sua identidade e pureza (Figura 8B e E, respectivamente).
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Figura 8. Espectros de massas gerados no equipamento MALDI-ToF, para os peptideos sintéticos (A) [I5 , R8] mastoparano; (B) [I5 , Rg] mastoparano-amida; (C)

EcDBSI1R6; (D) PaDBSIR! ¢ (E) PaDBSIR 1-amida.
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Parte 1: Estudo estrutural e funcional do analogo [15, Rs] mastoparano

1.1. Espectro de atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do [I°, R*] MP foi avaliada contra uma grande
variedade de cepas bacterianas e fiingicas. Como indicado na Tabela 5, o peptideo [I°, R"]
MP demonstrou uma potente atividade contra bactérias Gram-positivas € negativas, assim
como contra as duas cepas de Candida sp. testadas (valores CMI no intervalo 3,125 — 25
uM). Este peptideo, no entanto, demonstrou pouca atividade contra L. ivanovii (CMI = 50
uM) e foi inativo contra E. faecalis (CMI superior a 100 uM). Com o intuito de avaliar a
influéncia da amidagdo C-terminal na sequéncia de [I°, R*] MP, foram investigadas as
potenciais mudangas na atividade antimicrobiana de [I°, R*] MP-amida. Quando amidado
no C-terminal, a atividade antimicrobiana do [I°, R*] MP aumentou comparada a atividade
do peptideo ndo amidado, sendo duas vezes melhor contra a bactéria Gram-negativa K.
pneumoniae (CMI = 3,125 uM) e quatro vezes melhor contra a bactéria Gram-positiva S.
aureus (CMI = 6,25 uM) (Tabela 5). E interessante destacar que o [I°, R®*] MP-amida
demonstrou ser altamente potente (CMI = 3,125 uM) contra as cepas resistentes aos

antibioticos, tais como KPC ¢ MRSA.
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Tabela 5. Espectro de atividades antimicrobiana e citotoxica de [I°, R*] mastoparano e [I°, R®]
mastoparano-amida.

Microrganismo Concentraciao Minima Inibitéria
(nM)

[15, R8] MP [15, R8] MP-amida
Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli ATCC 25922 12,5 NTa
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6,25 NT
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 6,25 3,125
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 3,125 NT
K. pneumoniae resistente a carbapenémicos NT 3,125
(3259271)-KPC
Bactéria Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 6,25
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 6,25 NT
Listeria ivanovii Li 4pVS2 50 NT
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >100 NT
S. aureus resistente a meticilina (7133623) -MRSA NT 3,125
Fungos
Candida albicans ATCC 90028 12,5 NT
Candida parapsilosis ATCC 22019 25 NT
Células humanas Concentracao Litica 50 (uM)
Macrofagos derivados de mondcitos THP-1 24,5+129 NT
HEK-293 > 200 NT
Eritrécitos > 200 NT

#: Nio testado. Concentragdo minima inibitoria (CMI) e concentragio litica 50 (LCsj),
expressas como valores médios de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

1.2. Atividade hemolitica e citotdxica sobre linhagens celulares humanas

Conforme indicado na Tabela 5, a atividade hemolitica de [I°, R*] MP, investigada
utilizando eritrécitos humanos, indicou que o peptideo ndo apresentou efeito hemolitico
significativo (LCsp > 200 uM). Afim de avaliar a viabilidade de células humanas apos
incubagdo com [I°, R*] MP, o ensaio colorimétrico MTT foi realizado com macréfagos
derivados de mondcitos THP-1 e células embrionarias do rim HEK-293. Os resultados
foram expressos por LCsy (concentragdo de peptideo que causa 50% de morte celular) e
indicaram que nao hé efeito citotéxico de [I°, R¥] MP contra as células HEK-293 (LCso >
200 uM). Por outro lado, o peptideo exibiu citotoxicidade frente as células THP-1,
apresentando um valor menor de LCsy (24,5 £12,9 uM). Os resultados contidos na Tabela

5, sugerem que [I°, R® MP ndo apresenta citotoxicidade em concentragdes
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correspondentes a CMI para bactérias Gram-negativas, bactérias resistentes, S. pyogenes e

C. albicans.

1.3. Permeabilizagao e despolarizacao da membrana bacteriana

O efeito de [I°, R*] MP sobre a integridade das membranas citoplasmaticas
bacterianas foi investigado para a bactéria Gram-negativa E. coli ATCC 25922 ¢ a
bactéria Gram-positiva S. aureus ATCC 25923, como cepas de referéncia, utilizando
concentracdes de peptideo correspondentes a 2 vezes o valor da CMI (25 e 50 uM,
respectivamente).

A capacidade de [I°, R¥] MP de alterar a permeabilidade da membrana, foi avaliada
através do estudo de fluorescéncia SYTOX Green (SG), uma sonda de alta afinidade
pelos acidos nucleicos, impermeavel as membranas citoplasmaticas intactas. Quando a
membrana citoplasmatica consegue ser alterada, a sonda SG penetra a célula e permite
detectar um aumento da fluorescéncia quando a ligada aos 4cidos nucleicos. A Figura 9
permite observar a habilidade de [I°, R*] MP para permeabilizar a membrana
citoplasmatica de ambas cepas bacterianas testadas, E. coli e S. aureus, como indicado
pelo aumento da fluorescéncia de SG comparado com o controle negativo (PBS) e o
controle positivo (melitina). Observa-se que a permeabilizagdo da membrana de S. aureus
(Figura 9B) induzida por [I°, R®*] MP foi mais rapida e potente comparada com aquela de
E. coli (Figura 9A) apresentando um maior valor maximo de permeabilizagdo (maxima
fluorescéncia).

A atividade de despolarizagdo da membrana citoplasmatica bacteriana induzida por
[I°, R*] MP, também foi avaliada para E. coli e S. aureus. Para isto, foi utilizada a sonda
fluorescente DiSC3(5), que permite detectar mudancas na emissdo de fluorescéncia

quando o potencial de membrana sofre alteracdes. A Figura 9 ilustra o valor minimo de
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fluorescéncia que indica a acumulacao da sonda DiSC3(5) na bicamada lipidica. Apos a
incubagdo com o controle positivo melitina, que induz a perda do potencial de membrana,
observa-se o aumento da fluorescéncia devido a libera¢ao da sonda ao meio. Quando as
células bacterianas foram incubadas com [I°, R*] MP, observou-se uma rapida (< 5 min)
despolarizagdo em ambas as cepas E. coli (Figura 9C) e S. aureus (Figura 9D), com

eficiéncias maiores que o peptideo controle melitina.
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Figura 9. Efeito de [I°, R*] MP sobre a integridade da membrana plasmatica de E. coli ATCC 25922
e S. aureus ATCC 25923. Cinética da emissdo de fluorescéncia da sonda (A, B) SYTOX Green e (C,
D) DiSC3(5) em func¢do do tempo, apos adicdo de peptideo (linha pontilhada vertical).
Permeabilizagio da membrana citoplasmatica de E. coli (A) e S. aureus (B) induzida por [I°, R*] MP
na concentragdo correspondente a 2 vezes o valor da CMI (25 e 50 uM, respectivamente).
Despolarizagio induzida por [I’, R¥] MP (mesma concentragio) sobre a membrana citoplasmatica de
E. coli (C) e S. aureus (D). O controle negativo corresponde as células bacterianas incubadas em

PBS na auséncia do peptideo, enquanto o controle positivo corresponde a incubagdo com 5 uM de
melitina.
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1.4. Cinética da atividade antibacteriana in vitro

O tempo que o peptideo leva para produzir seu efeito letal, foi determinado em testes
contra as bactérias de referéncia Gram-negativa e Gram-positiva, em concentragcdes de [, RY
MP idénticas as utilizadas nos ensaios de permeabilizacao e despolarizacao (25 uM para E. coli e
50 uM para S. aureus). A cinética de morte celular pode ser analisada mediante as curvas de
morte na Figura 10. Assim, [I°, R®*] MP inibiu o crescimento de E. coli a partir dos 15 min de
exposi¢ao da bactéria ao peptideo, enquanto o tempo necessario para produzir o0 mesmo efeito
contra S. aureus foi de 45 min. Consequentemente, [I°, R*] MP apresentou uma velocidade de

acdo maior contra a bactéria Gram-negativa comparado com a Gram-positiva. As curvas de

morte indicaram um efeito bactericida de [I°, R®] MP para ambas cepas bacterianas.
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Figura 10. Cinética da morte celular de E. coli ATCC 25922 (triangulos brancos) e S. aureus ATCC
25923 (circulos brancos) apos incubagio com 25 uM e 50 pM de [I’, R*] MP, respectivamente (dobro da

CMI). O controle foi realizado em auséncia de peptideo. Os resultados sdo expressos como a média dos
valores representativos de um experimento realizado em triplicata.
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1.5. Visualizagao da atividade antimicrobiana por MEV-FEG

As imagens tomadas pela técnica MEV-FEG permitiram visualizar o efeito de [I°, R®*] MP
sobre a morfologia da superficie dos microrganismos sensiveis P. aeruginosa ATCC 27853, L.
ivanovii Li 4pVS2 e C. albicans ATCC 90028. Dessa forma, foi possivel monitorar alteragoes
morfologicas nas cé€lulas e obter detalhes sobre o mecanismo de agdo do peptideo nas
concentragoes letais para os microrganismos em estudo. Conforme pode ser visto na Figura 11,
as imagens MEV-FEG de alta resolu¢do mostram que todas as c€lulas apresentaram danos apos
incubagdo com o peptideo [I°, R*] MP, em comparacio com as células controle (crescendo em
auséncia de peptideo). A potente atividade de [I°, R*] MP contra a bactéria Gram-negativa P.
aeruginosa, foi confirmada pela observagdao de numerosas cé¢lulas lisadas e detritos que estariam
indicando um extravasamento do material citoplasmatico, na presenga do peptideo nas
concentragdes correspondentes a CMI (6,25 uM) (Figura 11B) e duas vezes acima da CMI (12,5
uM) (Figura 11C), quando comparada com as cé€lulas controle (Figura 11A). No caso da bactéria
Gram-positiva L. ivanovii, as imagens de microscopia mostram danos severos na membrana e
extravasamento do material intracelular quando as células cresceram em presenca de 50 uM [I°,
R*] MP (CMI) (Figura 11E) e de 100 pM [I°, R®] MP (Figura 11F), se comparamos com as
células controle (Figura 11D). Ao comparar as imagens das células controle de C. albicans
(Figura 11G) e aquelas incubadas com 12,5 pM de [I°, R*] MP (CMI; Figura 11H), observam-se
alteragdes morfologicas significativas entre estas cé€lulas, definidas por deformagdes na
membrana e colapso, encontrando-se células de estrutura achatada. Esses efeitos constatam-se
claramente nas células C. albicans incubadas com uma concentragio de [I°, R*] MP

correspondente a 2 vezes a CMI (25 uM; Figura 111).
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Figura 11. Imagens obtidas por MEV-FEG do efeito de [I°, R*] MP sobre as células de (A-C) P.
aeruginosa ATCC 27853, (D-F) L. ivanovii Li 4pVS2 e (G-I) C. albicans ATCC 90028. (A, D, G)
Células controle, na auséncia de [I°, R*] MP. (B, C) P. aeruginosa incubadas com 6,25 uM [I°, R*] MP
(CMI) e 12,5 uM, respectivamente. (E, F) L. ivanovii incubadas com 50 uM [I°, R*] MP (CMI) ¢ 100
uM, respectivamente. (H, I) C. albicans incubadas com 12,5 pM [I°, R*] MP (CMI) e 25 pM,
respectivamente. Barra =1 pm.

1.6. Analise in silico da estrutura tridimensional e interagdo com membrana DOPC

A modelagem molecular de [I°, R*] MP indicou que o peptideo adota uma estrutura de a-
hélice (Figura 12A), com uma segregacao entre os aminoacidos carregados e hidrofobicos (como
indicado pelo diagrama de projecdo de hélice da Figura 6). Em ambiente aquoso, foi observado
que ambas as estruturas de [I°, R*] MP e de [I°, R®] MP-amida, tendem a desenovelar-se (Figura
12C). Durante a simulagdo, o desvio da raiz quadrada média (RMSD) de [I°, R®] MP mostrou
uma variagdo entre 2—7 A, enquanto que para [I°, R*] MP-amida, a variagdo foi de cerca de 2—6
A (Figura 12B). A partir dos dados de flutuagdo RMS dos residuos, observou-se que para [I°, R®]

MP-amida, o por¢do N-terminal foi mais estavel do que a por¢ao C-terminal, enquanto que para
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[I°, R¥] MP a totalidade da estrutura mostrou um comportamento semelhante (Figura 12E). Em
contrapartida, [I°, R¥] MP em contato com a bicamada DOPC, apresentou pouca variagio de
estrutura (Figura 12D), sendo RMSD de cerca de 1 A (Figura 12B), o que reflete-se na flutuagio

RMS dos residuos (abaixo de 1,5 A) (Figura 12E).
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Figura 12. Predi¢io da estrutura tridimensional de [I°, R*] mastoparano. (A) Modelagem molecular de
[I°, R*] MP. A estrutura apresenta valores DOPE Score de -981.4 ¢ Z-Score em PROSA de -2.15, com
todos os residuos em regides favoraveis de Ramachandram Plot. A regido N-terminal estd representada
em azul, e C-terminal em vermelho. (B) Evolucdo de RMSD através da simulacdo. (C) Estruturas finais
de [I°, R*] MP e de [I°, R*] MP-amida ap6s 100 ns de simulagdo. (D) Posi¢des inicial a 0 ns (esquerda) e
posicdo final apés 100 ns de simulagio (direita) da interagio do peptideo [I°, R®] MP com membrana
DOPC. (E) Flutuagdo RMS para cada residuo de [I°, R*] MP durante as simulagdes (Irazazabal et al.,
2016).
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Parte 2: Estudo estrutural e funcional do peptideo desenhado EcDBS1R6

2.1. Espectro de atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de ECDBS1R6 foi avaliada para bactérias e fungos. A Tabela 6
indica que EcDBS1R6 demonstrou uma potente atividade contra as bactérias Gram-negativas,
com valores de CMI no intervalo 3,125 — 6,25 uM. No caso das bactérias Gram-positivas,
EcDBSIR6 apresentou valores de CMI maiores, no intervalo 3,125 — 25 uM, com excegao de E.
faecalis, para a qual o peptideo ndo demonstrou atividade (MIC superior a 100 uM). Nao foi
observada atividade frente as espécies de fungo testadas, para as quais EcCDBS1R6 apresentou

valores de CMI igual a 100 uM.

Tabela 6. Espectro de atividades antimicrobiana e citotdéxica de ECDBS1R6.

Microrganismo Concentraciao Minima Inibitéria
(uM) de EcDBS1R6

Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli ATCC 25922 3,125
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6,25
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 3,125
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 3,125
Bactéria Gram-positivas

Staphylococcus aureus ATCC 25923 3,125
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 25
Listeria ivanovii Li 4pVS2 12,5
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >100
Fungos

Candida albicans ATCC 90028 100
Candida parapsilosis ATCC 22019 100
Células humanas Concentracao Litica 50 (uM)
Macro6fagos derivados de mondcitos THP-1 51+1,1
HEK-293 111,0 + 27,2
Eritrécitos > 200

#: N#o determinado. Concentra¢do minima inibitoria (CMI) e concentragdo litica 50 (LCsj),
expressas como valores médios de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

2.2. Atividade hemolitica e citotdxica sobre linhagens celulares humanas

Conforme os dados da Tabela 6, ndo foi detectada atividade hemolitica do peptideo

EcDBSIR6 contra eritrocitos humanos (LCsp > 200 uM). A atividade citotoxica de ECDBS1R6
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foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT frente as células humanas: macrofagos derivados de
monocitos THP-1 e células embrionarias do rim HEK-293. Os resultados, expostos na Tabela 6 ¢
expressos em valores LCsy indicaram que EcCDBS1R6 nao possui citotoxicidade frente as células
HEK-293 (LCso= 111,1 + 27,2 uM), apresentado efeito citotoxico frente as células THP-1 para
as quais a concentragdo LCsy foi inferior aos valores de CMIs determinados para as bactérias

testadas (LCso= 5,1 £ 1,1 uM).

2.3. Permeabilizacao e despolarizagao da membrana bacteriana

Utilizando as cepas de referéncia E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923, a
capacidade de EcDBS1R6 de afetar a integridade das membranas citoplasmaticas bacterianas foi
investigada para concentracdes equivalentes ao dobro da CMI (6,25 pM). Para isto, a
permeabilidade e a despolarizacdo das membranas apds incubacdo com o peptideo, foram
avaliadas pela cinética da intensidade de fluorescéncia em funcdo do tempo das sondas SG e
DiSC3(5), respectivamente. Na Figura 13, observa-se que ECDBS1R6 foi capaz de permeabilizar
a membrana citoplasmatica de ambas bactérias Gram-negativa E. coli (Figura 13A) e Gram-
positiva S. aureus (Figura 13B), quando comparada com o controle (bactérias em PBS, na
auséncia de peptideo). No caso de E. coli, a permeabilizacdo induzida por ECDBS1R6 atingiu o
maximo valor de fluorescéncia SG apds um curto intervalo de tempo (5 min), e foi tdo eficaz
quanto a induzida por melitina (controle positivo). Para §. aureus, observou-se uma
permeabilizacdo instantdnea da membrana, com um sinal de fluorescéncia SG méaximo, menor
do que o controle positivo.

A Figura 13 mostra também o efeito de EcDBS1R6 sobre o potencial da membrana,
indicando uma despolarizacao induzida pelo peptideo para ambas bactérias E. coli (Figura 13C)
e S. aureus (Figura 13D), como pode ser observado pelo aumento da fluorescéncia da sonda

DiSC3(5) em comparagdo com o controle negativo (PBS). Para ambas as células bacterianas, a
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despolarizagdo induzida aconteceu de forma rapida e atingiu intensidades maximas de

fluorescéncia DiSC3(5) semelhantes as do controle positivo melitina.
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Figura 13. Efeito de ECDBS1R6 sobre a integridade da membrana plasmatica de E. coli ATCC
25922 e S. aureus ATCC 25923. Cinética da emissdo de fluorescéncia da sonda (A, B) SYTOX
Green e (C, D) DiSC3(5) em funcdo do tempo, apds adi¢do de peptideo (linha pontilhada vertical).
Permeabilizagdo da membrana citoplasmatica de E. coli (A) e S. aureus (B) induzida por
EcDBS1R6 na concentragdo correspondente a 2 vezes o valor da CMI (6,25 uM). Despolarizacao
induzida por ECDBS1R6 (mesma concentragdo) sobre a membrana citoplasmatica de E. coli (C) e
S. aureus (D). O controle negativo corresponde as células bacterianas incubadas em PBS na
auséncia do peptideo, enquanto o controle positivo corresponde a incubagdo com 5 pM de melitina.
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2.4, Cinética da atividade antibacteriana in vitro

A velocidade de acdo de EcDBS1R6 foi investigada para E. coli € S. aureus na
concentracdo de peptideo duas vezes acima da CMI (6,25uM), concentragdao idéntica a
utilizada nos ensaios de permeabilizacdo e despolarizacdo. Os resultados obtidos,

representados pelas curvas de morte da Figura 14, indicaram que o tempo necessario para

EcDBS1R6 produzir a morte de ambas cepas bacterianas sensiveis foi de 15 min.
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Figura 14. Cinética da morte celular de E. coli ATCC 25922 (triangulos brancos) e S. aureus
ATCC 25923 (circulos brancos) ap6s incubagdo com 6,25 uM de EcDBS1R6 (dobro da CMI). O

controle foi realizado em auséncia de peptideo. Os resultados sdo expressos como a média dos
valores representativos de um experimento realizado em triplicata.

2.5. Visualizacao da atividade antimicrobiana por MEV-FEG

Na Figura 15, visualizam-se as imagens feitas mediante MEV-FEG para investigar
o efeito de EcDBS1R6 sobre a morfologia da superficie das bactérias sensiveis P.

aeruginosa ATCC 27853 e L. ivanovii Li 4pVS2. De acordo com as andlises

microscopicas das amostras, observou-se que as células bacterianas P. aeruginosa ¢ L.
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ivanovii, crescendo na presenca de EcDBSIR6, apresentaram danos na membrana,
quando comparadas com as células controle.

No caso de P. aeruginosa, confirmou-se a potente atividade do peptideo ao observar
uma deformagdo da membrana das células bacterianas na presenga de 6,25 uM
EcDBSI1R6 (CMI) (Figura 15B), quando comparadas com a célula controle (Figura 15A).
Além disso, ao aumentar a concentragdo de peptideo utilizada na incubacgao, foi possivel
notar células de P. aeruginosa com alteragdes significativas na presenca de 12,5 uM
EcDBSI1R6 (dobro da CMI) (Figura 15C) e, ainda de forma mais evidente, na presenca de
50 uM EcDBS1R6 (8 vezes acima da CIM) observou-se o colapso da membrana e a
formacao de poros nas cé€lulas (Figura 15D).

No caso de L. ivanovii, a Figura 15F revela que as células crescidas na presenga de
25 uM EcDBSI1R6 (dobro da CMI) sofreram deformacdes na membrana plasmatica,
observando-se a formagdo de poros, quando comparada com a membrana plasmatica

intata das células controle (Figura 15E).
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Figura 15. Imagens obtidas por MEV-FEG do efeito de ECDBS1R6 sobre as células de (A-D) P.
aeruginosa ATCC 27853 e (E, F) L. ivanovii Li 4pVS2. (A, E) Células controle, na auséncia de
EcDBSI1R6. (B, C e D) P. aeruginosa, incubadas com EcDBS1R6 nas concentragdes 6,25 uM
(CMI), 12,5 uM (dobro da CMI) e 50 uM, respectivamente. (F) L. ivanovii incubadas com 25 uM
EcDBS1R6 (dobro da CMI). Barras = 1 um.

2.6. Andlise in silico da estrutura tridimensional e interagdo com membrana DOPC

A estrutura de ECDBS1R6 observada por meio da modelagem molecular indicou
uma conformag¢do de oa-hélice anfipatica, como indicado pela Figura 16A (em
concordancia com o diagrama de proje¢do de hélice da Figura 7). Em ambiente aquoso,
foi observado que a estrutura de ECDBS1R6 desenovela-se na por¢ao C-terminal (Figura
16C). Durante a simulagdo em agua, o desvio da raiz quadrada média (RMSD) mostrou
uma varia¢do de 6-8 A (Figura 16B), enquanto a simula¢io em ambiente de membrana
mostrou uma pequena variagio, com valor de RMSD entre 2 e 3 A (Figura 16B). Os
dados de flutuagdo RMS dos residuos indicaram que, em ambiente de membrana, o
peptideo apresenta maior estabilidade na por¢ao N-terminal do que a por¢do C-terminal

com flutuagdo RMS dos residuos de 4 A. No caso da simulagdo em 4gua, os residuos da
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regido C-terminal da estrutura apresentaram maior flutuagdo sendo uma variacdo RMS de

5 A (Figura 16E).
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Figura 16. Predicdo da estrutura tridimensional de EcDBS1R6. (A) Modelagem molecular de
EcDBSIR6. A estrutura apresenta valores DOPE Score de -1264.3 e Z-score em PROSA de -1.11,
com todos os residuos favoraveis de Ramachandram Plot. A regido N-terminal esta representada
em azul, e C-terminal em vermelho. (B) Evolugcdo de RMSD através da simulagao. (C) Estruturas
finais de EcDBS1R6 em membrana DOPC e em agua, apds 100 ns de simulagdo. (D) Posigdes
inicial a 0 ns (esquerda) e final apds 100 ns de simulacdo (direita) da interacdo do peptideo
EcDBS1R6 com a membrana DOPC. (E) Flutuagdo RMS para cada residuo de EcDBS1R6
durante as simulag¢des.
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Parte 3: Estudo estrutural e funcional do peptideo desenhado PaDBS1R1

3.1. Espectro de atividade antimicrobiana

A acdo antimicrobiana de PaDBS1R1 foi testada contra bactérias e fungos. Os
resultados, expressos em termos de CMI, estdo indicados na Tabela 7. O peptideo
PaDBS1R1 apresentou uma potente atividade contra um amplo espectro de bactérias
Gram-negativas e positivas com baixos valores de CMI no intervalo de 1,5 — 3,125 uM,
com excecdo da bactéria Gram-positiva E. faecalis para a qual, PADBS1R1 apresentou
baixa atividade (CMI = 50 uM). Também, PaDBS1R1 mostrou atividade contra o fungo
C. parapsilosis (CMI = 25 uM), porém foi menos ativo contra a espécie C. albicans (CMI

> 50 uM).

Com o intuito de avaliar mudancas de atividade devido a amidag¢ao do C-terminal,
foram investigadas as CMIs de PaDBS1R-amida para as bactérias Gram-negativa E. coli e
P. aeruginosa, assim como para a bactéria Gram-positiva S. aureus. Para essas cepas, 0s
valores de CMI foram idénticos aos obtidos com a versdo ndo amidada de PaDBSIRI
(Tabela 7). Adicionalmente, foi testada a atividade frente as bactérias Gram-negativa e
Gram-positiva resistentes aos antibioticos. Foi observada uma potente atividade de
PaDBS1R1-amida contra K. pneumoniae resistente a carbapenemos (KPC) (CMI = 6,25
pM) assim como uma atividade menos forte em termos de CMI, contra S. aureus

resistente a meticilina (MRSA) (CMI = 12,5 uM) (Tabela 7).
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Tabela 7. Espectro de atividades antimicrobiana e citotoxica de PADBS1R1 e PaDBS1R1-amida.

Microrganismo Concentracido Minima Inibitéria
(uM)
PaDBS1R1 PaDBS1R1-amida

Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli ATCC 25922 3,125/1,5 1,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1,5 1,5
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 1,5 NTa
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 1,5 NT

K. pneumoniae resistente a carbapenémicos NT 6,25

(3259271)-KPC
Bactéria Gram-positivas

Staphylococcus aureus ATCC 25923 3,125 3,125
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 3,125 NT
Listeria ivanovii Li 4pVS2 3,125 NT
Enterococcus faecalis ATCC 29212 50 NT
S. aureus resistente a meticilina (7133623) -MRSA NT 12,5
Fungos

Candida albicans ATCC 90028 =250 NT
Candida parapsilosis ATCC 22019 25 NT
Células humanas Concentracao Litica 50 (uM)
Macrofagos derivados de mondcitos THP-1 7,3+3,0 NT
HEK-293 143,2 + 30,9 NT
Eritrécitos 50 NT

#: Nio testado. Concentragdo minima inibitoria (CMI) e concentragio litica 50 (LCsj),
expressas como valores médios de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

3.2. Atividade hemolitica e citotdxica sobre linhagens celulares humanas

O resultado do ensaio hemolitico expresso pelo valor LCsy, determinou que
PaDBS1R1 ndo apresenta atividade hemolitica frente a eritrocitos humanos (LCso = 50
uM), com valor LCsy superior aos valores de CMIs da maioria das bactérias Gram-

negativas e positivas testadas, conforme indicado na Tabela 7.

O ensaio colorimétrico MTT foi utilizado para avaliar a toxicidade do peptideo
PaDBSI1RI1 frente as linhagens de células humanas: macrofagos derivados de mondcitos
THP-1 e células embrionarias do rim HEK-293. Os resultados, expressos em valores
LCsp, indicaram que PaDBSIR1 ndo apresentou efeito citotoxico frente as células HEK-
293 (LCsp = 143,2 + 30,9 uM), sendo o valor de LCsy superior aos valores CMIs

determinados para as bactérias testadas (1,5 — 12,5 uM) (Tabela 7). No caso dos
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macrofagos THP-1, o peptideo PaDBS1R1 mostrou atividade citotoxica, com um valor

baixo de LCsy (7,3 = 3,0 uM).

3.3. Permeabilizacao e despolarizacao da membrana bacteriana

A capacidade de PaDBS1R1 de produzir alteracdes na membrana plasmatica de
bactérias, foi avaliada nas cepas de referéncia E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC
25923, na presenca do peptideo na concentracao correspondente a 2 vezes o valor da CMI
(6,25 uM). A permeabilidade e a despolarizacdo da membrana citoplasmatica bacteriana
foram monitoradas com SYTOX Green (SG) e DiSC3(5), respectivamente, utilizando o
peptideo melitina (5 pM) como controle positivo. A Figura 17 revela que PaDBS1R1
possui a habilidade de permear as membranas de E. coli (Figura 17A) e S. aureus (Figura
17B), como indicado pelo aumento da intensidade da fluorescéncia da sonda SG,
comparado ao controle negativo (PBS). No caso de E. coli, observou-se um padrao de
permeabilizacdo induzida por PaDBSI1RI1, similar ao obtido para a melitina. Para S.
aureus, o sinal de SG foi maior com PaDBS1R1 que com o peptideo melitina. Também,
observa-se na Figura 17 que, na presenga de PaDBS1R1, uma despolarizacdo completa de
ambas as membranas de E. coli (Figura 17C) e S. aureus (Figura 17D) foi rapidamente

atingida (< 5 min).
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Figura 17. Efeito de PaDBS1R1 sobre a integridade da membrana plasmatica de E. coli ATCC
25922 e S. aureus ATCC 25923. Cinética da emissdo de fluorescéncia da sonda (A, B) SYTOX
Green e (C, D) DiSC3(5) em fungdo do tempo, apds adigdao de peptideo (linha pontilhada vertical).
Permeabilizacdo da membrana citoplasmatica de E. coli (A) e S. aureus (B) induzida por
PaDBSI1R1 na concentragdo correspondente a 2 vezes o valor da CMI (6,25 uM). Despolarizagao
induzida por PADBS1R1 (mesma concentracdo) sobre a membrana citoplasmatica de E. coli (C) e
S. aureus (D). O controle negativo corresponde as células bacterianas incubadas em PBS na
auséncia do peptideo, enquanto o controle positivo corresponde a incubagdo com 5 uM de melitina.
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3.4. Cinética da atividade antibacteriana in vitro

A atividade bactericida de PaDBS1R1 contra E. coli e S. aureus foi investigada na
concentracdo idéntica aquela utilizada nos ensaios de permeabilizacdo e despolarizagao (6,25
uM). Os resultados representados pelas curvas de morte na Figura 18 mostram que o

PaDBSI1R1 causou uma rapida morte de E. coli em menos de 5 min, € uma morte mais tardia

de S. aureus, apos 30 min. E preciso aclarar que o tempo minimo da primeira medi¢do por
questdes experimentais corresponde a 5 min.
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Figura 18. Cinética da morte celular de E. coli ATCC 25922 (tridngulos brancos) e S. aureus ATCC

25923 (circulos brancos) apds incubagdo com 6,25 uM de PaDBS1R1 (dobro da CMI). O controle foi
realizado em auséncia de peptideo. Os resultados sdo expressos como a média dos valores

representativos de um experimento realizado em triplicata.

3.5. Visualizacao da atividade antimicrobiana por MEV-FEG
As possiveis alteracoes na integridade das membranas microbianas causadas por

PaDBS1R1 foram investigadas por meio de MEV-FEG nas bactérias sensiveis P. aeruginosa

ATCC 27853 e L. ivanovii Li 4pVS2. Conforme pode ser visto na Figura 19, todas as células
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bacterianas sofreram alteragdes na membrana apos interagdo com PaDBS1R1. Observou-se
uma deformag¢do na membrana das células de P. aeruginosa quando foram incubadas com
3,125 uM (duas vezes acima da CMI) e 50 uM de PaDBSI1R1 (Figura 19B-C), quando
comparado com as células controle (Figura 19A). No caso de L. ivanovii, a potente atividade de
PaDBSI1R1, confirmou-se pela presenga de numerosas células lisadas e restos celulares quando
foram incubadas com 3,125 uM (CMI) (Figura 19F), ¢ 6,25 uM (duas vezes acima da CMI)

(Figura 19F) em comparacdo com as células controle (Figura 19D).

Figura 19. Imagens obtidas por MEV-FEG do efeito de PaDBS1R1 sobre as células de (A-C) P.
aeruginosa ATCC 27853 e (D-F) L. ivanovii Li 4pVS2. (A, D) Células controle, na auséncia de
PaDBSI1R1. (B, C) P. aeruginosa, incubadas com 3,125 uM PaDBSIR1 (dobro da CMI) e 50 uM,

respectivamente. (E, F) L. ivanovii incubadas com 3,125 uM PaDBS1R1 (CMI) e 6,25 uM (dobro da
CMI), respectivamente. Barras = 1 pm.

3.6 Andlise de estrutura tridimensional por espectroscopia de DC e RMN

Estudos estruturais por dicroismo circular (DC) foram realizados para determinar as
preferéncias conformacionais adotadas pelo peptideo PaDBS1R1 em diferentes meios e pH,
com o intuito de obter detalhes sobre o0 modo de interacdo com a membrana. Os resultados

destes estudos, apresentados pela Figura 20A, permitem observar que PaDBSIRI1 exibiu
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estrutura predominantemente randomica em agua em pH 4, 7 e 10. A estrutura randomica esta
indicada pelas elipticidades positivas proximo de 219 nm, e pelas elipticidades negativas
proximo de 200 nm.

Por outro lado, foram observadas mudangas significativas no espectro DC de PaADBS1R1
em presenga de 20 mM SDS (micelas carregadas negativamente), em diferentes pH, adquirindo
uma maior estruturacao em hélice, equivalente a 100%, como pode ser observado pela presenca
de uma regido positiva proximo de 192 nm, seguida de dois minimos com valores negativos em
207 nm e em 222 nm. Quando comparado ao espectro DC de PaDBS1R1 em presenca de 20
mM DPC (micelas de dodecilfosfocolina, surfactante zwitterionico), o peptideo apresentou
menor estruturagdo que aquela observada em presenga de SDS.

Os experimentos de DC foram de extrema importancia para podermos delimitar as
condi¢des a serem utilizadas nos experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN), bem
como para melhor entendimento da influéncia dos diferentes meios na estrutura secundaria dos
peptideos em estudo. Desta forma, a estrutura tridimensional de PADBS1R1 fo1 investigada por
espectroscopia de RMN em pH neutro e micelas de SDS. O procedimento de assinalamento das
ressonancias dos protons foi realizado utilizando o espectro de 'H-'"H TOCSY (Figura 2C em
Apéndice I). As restrigdes conformacionais foram extraidas do mapa de contornos de NOESY
(Figura 2B em Apéndice I), as intensidades dos picos foram convertidos em um conjunto de
limites inferior e superior para as distancias entre os pares de dtomos, chamadas de restri¢des
de distancias. Segundo a metodologia desenvolvida por Wiithrich, o sistema de spins dos
residuos de aminoacidos bem como suas conectividades, foram determinados através da analise
simultdnea TOCSY e NOESY (Wuthrich, 1983).

O diagrama de conectividades NOE (Figura 2C, Apéndice I), que indica a regido
provavel de estruturagdo do peptideo, ndo apresentou correlagdes 1, i+3 referente as correlacdes

19HN-16H,,, 17HN-14H,, 16NH-13H, e 15SHN-12H,, devido aos sinais de H, se localizarem na
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mesma linha de ressonancia da sua correlacao (i+3) HN.

A predigao da estrutura secundaria de PaDBSIRI1 realizou-se utilizando o método
proposto por Wishart para peptideos (Wishart et al., 1992), e a sua analise foi gerada na
interface do programa nmrVIEW. O indice de deslocamento quimico (chemical shift index,
CSI) dos nucleos de H,, Cye N, foram utilizados como um indicativo de estrutura secundaria e
indicaram a presen¢a de uma estrutura secundaria em a-hélice entre os residuos de Lys-2 e Lys-
19 (Figura 3A em Apéndice I).

A partir dos experimentos de HSQC de "*C e HMQC de "N, foram preditos os angulos
de torcao PHI (¢) e PSY (), utilizando o programa TALOS+ (Shen et al., 2009). A predicao
foi classificada como apresentado uma boa predicao para os residuos de aminoacidos (dados
nao mostrados), exceto para o residuo Lys-2 classificado como ambiguo, além de indicar uma
estruturagao em a-hélice do residuo Leu-4 ao Phe-18.

Os elementos de estrutura secundaria preditos pelo CSI, concordaram com o previsto
pelo programa TALOS+, sendo assim prosseguiu-se os estudo, pela anélise das restricdes que
seriam utilizadas nos calculos, utilizando o programa QUEEN (Quantitative Evaluation of
Experimental NMR Restraints), esse programa faz uma avaliagdo quantitativa das restrigoes
experimentais (Nabuurs et al., 2003). Assim, o programa QUEEN permitiu verificar e corrigir
possiveis erros de atribuigdes pelas analises das restricdes que apresentavam alta unicidade. As
restrigdes utilizadas nos célculos das estruturas apresentam baixa unicidade (Iyni) (Figura 3C em
Apéndice I), confirmando a confiabilidade das restrigdes utilizadas, pela auséncia de restricoes
ndo suportadas pelo conjunto. As informagdes de média distdncia (Imeq) (Figura 3D em
Apéndice 1), ou seja, as restricdo que contém a maior parte da informacao estrutural, indicaram
uma maior importancia para as restricoes de média distancia. Esta informag¢do confirma que a

restricao intra-residual, como esperado, contém apenas poucas informacgdes estruturais, embora
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componham uma parte importante do conjunto de dados tteis para confirmar as atribui¢des e
indicar a integralidade dos conjuntos de dados.

Apoés a andlise da lista de restricOes, foram realizados os célculos estruturais. Foram
utilizadas 278 restrigdes de distancias, totalizando uma média de 16,4 restrigdes por residuo.
Um total de 200 estruturas foram calculadas, sendo selecionadas as 20 estruturas de menor
energia para o processo de refinamento em agua (Linge ef al., 2003). As 10 estruturas de menor
energia das 20 foram selecionadas para representar a familia de estruturas. A precisao das
estruturas resolvidas por RMN, foi expressa em fun¢cdo de RMSD, como uma medida da
qualidade da estrutura (Nabuurs et al., 2004). Através do programa MOLMOL (Koradi et al.,
1996), as 10 estruturas de menor energia foram sobrepostas e obtidos os valores de RMSD
(Figura 3B em Apéndice 1). Os valores de RMSD, evidenciaram que as estruturas exibem uma
boa geometria indicando uma boa flexibilidade conformacional, refletindo a dinamica interna
da molécula e as incertezas que derivam da conversdao experimental dos dados e processos
computacionais (Spronk et al., 2003). A existéncia de conformagdes convergentes mostra a
consisténcia e compatibilidade das restricdes utilizadas no calculos estruturais.

As estruturas apresentadas na Figura 20B, foram avaliadas quanto a sua qualidade
estereoquimica através do site ramachandran plot

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) (Ramachandran et al., 1963;

Ramakrishnan e Ramachandran, 1965). A combinacao dos angulos diedros ¢ e y, baseada em
consideragdes estéricas, indicou boa qualidade estrutural pois 95,5% dos angulos ¢ e y, se
localizaram nas regides favorecidas caracteristicas de a-hélice. A estrutura obtida através de
dados experimentais por RMN confirma os resultados obtidos através dos experimentos de DC
e indicam uma estrutura secundaria de PaDBS1R1 em a-hélice anfipatica, com segmentos
helicoidais bem definidos do residuo Leu-4 ao Phe-18 e a face hidrofobica como a face

provavel de intera¢do peptideo-micela SDS (Figura 20B).
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Figura 20. Analise da estrutura tridimensional de PaDBS1R1. (A) Espectros de dicroismo circular (DC)
do peptideo PaDBS1R1 (50 uM) em agua; em 20 mM de DPC ¢ 20 mM de SDS, a25°CepH 4, 7 ¢ 10,
sendo [O]melar em funcdo do comprimento de onda A (nm). (B) Estrutura de PaDBS1R1 resolvida por
RMN, confirmando a estrutura a-hélice observada por DC. Os residuos de aminoacidos catidnicos estdo
representados em azul, os anionicos em verde, ¢ os hidrofobicos em amarelo. (C) Analise estrutural in
silico da interacdo peptideo-membrana para PADBS1R1 em membrana DOPC, posicdo inicial a 0 ns
(esquerda) e posicdo final apos 100 ns de simulagdo (direita).

3.7 Simulagao in silico da interagdo com membrana DOPC

Com base na informagdo de espectroscopia em ambientes hidrofobicos, o peptideo
PaDBS1R1 aparentemente adota uma conformacdo de a-hélice. A fim de verificar o
comportamento de PaDBS1R1 em um ambiente de membrana, foi realizado um experimento
de simulacao por dindmica molecular in silico em ambiente DOPC. A 37 °C a bicamada DOPC
encontra-se na fase liquida e com estrutura fluida, carater biologicamente relevante (Huang et
al., 1994). Em tal ambiente, o PADBSIR1 exibiu uma conformagao de a-hélice (Figura 20C)
com valor de RMSD por baixo de 2 A durante toda a simulag¢io (dados ndo mostrados). No
entanto, observou-se uma variagdo da posi¢do no interior da membrana, na qual, a posicao

inicial (0 ns) encontrou-se alinhada com o eixo Z, mas apresentou-se diagonal respeito do eixo
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Z ap6s 100 ns de simulacdo. Tal variacdo parece estar relacionada com a por¢do N-terminal
('"PKILNKILGK'’) altamente carregada, e a porgdo altamente hidrofobica C-terminal
("'[LRLAAAFK"). Consequentemente, a por¢io N-terminal estaria interagindo com os grupos
fosfatos polares, enquanto a por¢ao C-terminal interage com as caudas lipidicas hidrofébicas

(Figura 20C).
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Parte 4: Analise comparativa dos peptideos desenhados

4.1 Atividades antimicrobiana e citotoxica

Os dados apresentados na Tabela 8 permitem realizar uma andlise comparativa das
atividade antimicrobiana e citotoxicas dos 5 peptideos em estudo. De forma geral, a acdo
antimicrobiana dos peptideos revelou-se mais potente frente as bactérias Gram-negativas com
valores de CMI no intervalo 1,5 — 12,5 uM. No caso das bactérias Gram-positivas, os valores
de CMI revelaram uma acdo antibacteriana moderada para os peptideos [I°, R*] MP e
EcDBSIR6 (3,125 — 50 uM) e potente para PaADBS1R1 (3,125 uM), com a excecao da espécie
E. faecalis. Os peptideos [I°, R®] MP ¢ PaDBSIRI apresentaram atividade antifungica. A
avaliacdo das possiveis mudangas nos valores de CMI apo6s amidagdo do C-terminal dos
peptideos, mostrou um aumento de atividade para o [I°, R*] MP, e valores idénticos para o
PaDBS1R1. A comparagdao dos valores de citotoxicidade dos peptideos, indica auséncia de
atividade hemolitica para os peptideos [I°, R*] MP e EcDBSIR1, com valores de LCso >200
uM, e a auséncia de atividade citotoxica para todos os peptideos frente as células HEK-293,

com valores de LCsp no intervalo 111 — 200 pM.

Tabela 8. Espectro de atividades antimicrobiana e citotoxica dos 5 peptideos racionalmente desenhados.

Microrganismo Concentracdo Minima Inibitéria (uM)
[I5,R8|MP  [I5,R§]| MP  EcDBSIR6  PaDBS1R1  PaDBSIR1

amida amida
Escherichia coli ATCC 25922 12,5 NTa 3,125 3,125/1,5 1,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6,25 NT 6,25 1,5 1,5
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 6,25 3,125 3,125 1,5 NT
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 3,125 NT 3,125 1,5 NT
K. pneumoniae resistente a NT 3,125 NT NT 6,25
carbapenémicos (3259271)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 6,25 3,125 3,125 3,125
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 6,25 NT 25 3,125 3,125
Listeria ivanovii Li 4pVS2 50 NT 12,5 3,125 3,125
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >100 NT >100 50 50
S. aureus resistente a meticilina NT 3,125 NT NT NT
(7133623)
Candida albicans ATCC 90028 12,5 NT 100 =50 NT
C. parapsilosis ATCC 22019 25 NT 100 25 NT
Células humanas Concentracao Litica 50 (uM)
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Macro6fagos THP-1 245+12,9 NT 51+1,1 7,3+3,0 NT
HEK-293 > 200 NT 111,0 £ 27,2 143,2+ 30,9 NT
Eritrécitos > 200 NT > 200 50 NT

#: Ndo testado. Concentragdo minima inibitoria (CMI) e concentragdo litica 50 (LCs), expressas como valores médios

de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

4.2 indice terapéutico (TI)

Com o intuito de avaliar o potencial terapéutico dos 3 peptideos racionalmente

desenhados, foi calculado o indice terapéutico (IT). O IT considera-se um parametro importante

no estudo do equilibrio entre os efeitos toxicos e desejados para um farmaco. Foi utilizada a

equagao (1) adaptada do estudo de Chen e colaboradores no ano 2005 (Chen et al., 2005).

Sendo #n o numero de valores LCsp e m o nimero de valores CMI. Para valores superiores

a concentracao maxima testada, assumiu-se 2 vezes o valor maximo testado (por exemplo, se o

valor resultou > 100, considerou-se como 200) (Chen et al., 2005).

Por meio da equacdo (1), os valores calculados para [I°, R®] MP, EcDBSIR6 e

PaDBSI1R1 foram 10.29, 12.11 e 11.14, respectivamente. Consequentemente, pode-se sugerir

que os 3 peptideos desenhados apresentaram baixa toxicidade, sendo que doses superiores a 10

seriam necessarias para causar efeitos toxicos nas células de mamifero testadas in vitro.
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DISCUSSAO

Nos dias de hoje, os peptideos tém sido considerados como potentes candidatos para a
geracao de uma nova classe de drogas, oferecendo uma alternativa interessante para abordar o
crescente problema da resisténcia aos antibioticos. Novos AMPs caracterizados recentemente,
inspiram modelos moleculares para o desenvolvimento de agentes terapéuticos inovadores e, a
medida que serdo descobertos, continuardo a possibilitar estratégias antimicrobianas, porque
foram baseados em estratégias de defesa que provaram ser eficazes ao longo dos milénios
(Zasloff, 2002). Embora as bactérias tenham mecanismos de resisténcia contra esses peptideos,
a multifuncionalidade dos AMPs poderia fugir a resisténcia bacteriana (Franco, 2011).

Apesar do grande potencial terapéutico, a aplicacdo dos AMPs de origem natural na
clinica, tem sido um sucesso limitado (Zhang e Falla, 2006). Existem certos obstaculos para o
uso dos AMPs como agentes antiinfecciosos. Dentre eles, destaca-se o seu potencial de
toxicidade. Todos os ensaios clinicos com peptideos até a data, t€ém usados aplicagdes topicas
para tratar infeccdes de superficie, em vez da administracdo com efeito sist€émico (de tipo
parenteral e/ou oral) que corresponde ao mercado mais lucrativo (Kosikowska e Lesner, 2016).
Além disso, durante a tltima década, apenas duas novas classes de antibidticos chegaram ao
mercado, a oxazolidinona (linezolida por Pfizer) e um lipopeptideo ciclico (daptomicina por
Cubist), ativas contra bactérias Gram-positivas tais como MRSA, porém ndo tem se registrado
novas classes em ensaios clinicos de fase II ou III (Coates ef al., 2011). Frente aos obstaculos
da aplicacdo terapéutica dos AMPs, o desenho racional de sequéncias peptidicas proporciona
uma alternativa eficiente para o desenvolvimento de novos farmacos. Pesquisas recentes do
nosso grupo mostram que esta abordagem pode ser utilizada na predicdo, geragdo e/ou
otimizacao de AMPs (Porto, 2010; Porto et al., 2012; Mandal et al., 2014).

Com a perspectiva de utilizar uma abordagem racional para a geracdo de novas

sequéncias peptidicas antimicrobianas, os métodos de desenho in silico ofereceram a base para
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o presente estudo. A partir de métodos baseados em sequéncia modelo, construiu-se uma
grande variedade de sequéncias com potencial aplicacdo terapéutica. A sintese realizou-se por
meio da estratégia spot array na qual os multiplos peptideos sdo fixos em suporte solido, neste
caso uma superficie de celulose. Posteriormente, a membrana de celulose foi usada para
determinagdo da atividade antibacteriana dos peptideos frente a bactéria bioluminiscente P.
aeruginosa H1001. Esta cepa mutante foi escolhida porque ela expressa luminescéncia de uma
forma abundante e constitutiva, € porque Pseudomonas sp. representa um dos principais
agentes patogénicos resistentes aos antibidticos, sendo assim um alvo importante para o
desenvolvimento de antibioticos (Hilpert e Hancock, 2007). Esta técnica possibilitou a analise
de uma grande quantidade de sequencias para a escolha de peptideos com potencial
antimicrobiano de forma rapida e eficiente. Os peptideos selecionados [I°, R*] MP, EcDBS1R6
e PaDBSIRI, constituiram o objeto de estudo do presente trabalho. Utilizando-se a técnica
Fmoc sintese, os 5 peptideos foram sintetizados, subsequentemente purificados e cada um
analisado por espectrometria de massas, andlise que permitiu verificar a sua identidade e
pureza.

Os peptideos desenhados foram submetidos a diversos ensaios para determinar seu
potencial terap€utico e investigar seu mecanismo de acdo antimicrobiano. Iniciou-se o estudo
avaliando o efeito bactericida contra variadas linhagens Gram-positivas e -negativas. Conforme
ilustrado na Tabela 8, o espectro de acdo dos peptideos varia consideravelmente. De forma
generalizada, todos mostraram maior atividade frente 4s bactérias Gram-negativas (CMI = 1,5 —
12,5 uM) em comparacdo com as Gram-positivas (CMI = 3,125 — 50 uM), com excec¢do da
bactéria E. faecalis, para a qual unicamente o peptideo PaDBS1R1, apresentou moderada
atividade (CMI = 50 uM). Cabe destacar que os melhores resultados foram obtidos para o
peptideo PaDBSIRI1, de atividade bactericida de amplo espectro em concentracdes

micromolares (CMI = 1,5 — 3,125 uM). Por outro lado, a maior concentracdo de peptideo
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necessaria para atingir o efeito letal sobre a espécie E. faecalis ndo ¢ de surpreender, uma vez
que esta bactéria tem demonstrado ser um agente patogénico resistente aos antibioticos, dificil
de matar (Tong et al., 2014). Além disso, existe evidéncia de marcadas diferencas na
composi¢ao lipidica da membrana de E. faecalis em comparagao com as outras bactérias Gram-
positivas testadas neste trabalho (Mishra ef al., 2012; Kumariya ef al., 2015).

A partir do banco de dados APD (Antimicrobial Peptide Database), verifica-se um maior
numero de AMPs registrados com atividade exclusivamente para o combate a bactérias Gram-
positivas (16,2% com atividade exclusiva contra Gram-positivas versus 8,1% contra Gram-

negativas) (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Além disso, muitas IRAS sdo causadas por

bactérias Gram-negativas resistentes aos antibioticos de uso convencional (Fox, 2013). Baseado
nesses dados, os nossos resultados podem ser alentadores no sentido de enfrentar as
deficiéncias de novos compostos peptidicos especificos para o tratamento de infecgdes
originadas por bactérias Gram-negativas. Porém, cabe ressaltar que o método de screening
utilizado para a sele¢do das sequéncias desenhadas a partir do algoritmo Joker, poderia estar
relacionado com o resultado obtido. Dessa maneira, a tendéncia dos peptideos a maior
atividade frente as bactérias Gram-negativas ¢ esperado, uma vez que eles demonstraram
potente atividade contra P. aeruginosa bioluminiscente.

Adicionalmente, o efeito antifingico dos peptideos foi avaliado para duas cepas de
Candida sp. Apenas [I°, R*] MP mostrou atividade contra C. albicans (CMI = 12,5 uM)
(Tabela 5). No caso de C. parapsilosis, obteve-se moderada agdo antifiingica para [I°, R*] MP e
PaDBS1R1 na concentragdao de 25 uM. Estes resultados podem ser explicados pelas diferengas
quimicas e estruturais da parede externa destas espécies de Candida, ja relatadas. As cadeias
laterais dos polimeros de manose, o principal componente da parede externa, variam entre as
espécies C. albicans e C. parapsilosis desencadeando heterogeneidade nos componentes

oligossacarideos da parede interna (Shibata er al, 1995). Essas diferengas encontram-se
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relacionadas também a interagdo com cé€lulas do sistema imune, participando na adesdo as
c€lulas epiteliais, no reconhecimento pelos receptores imunes ¢ no desenvolvimento de
patogenicidade (Shibata et al.,, 2012). Tendo isso em consideracdo, a falta de atividade
antifungica do peptideo EcDBS1R6 sugere alguma deficiéncia na interacdo molecular com os
componentes da parede fungica que impediria ao peptideo atingir a membrana plasmatica do
fungo.

Sabe-se que varios AMPs sofrem modificagdes pds traducionais que podem alterar a sua
atividade biologica, particularmente aqueles peptideos carboxamidados sao muitas vezes mais
eficazes em termos antimicrobianos, do que as formas nao-amidadas (Ali et al, 2001;
Katayama et al., 2002). Isto pode ser devido a neutralizagdo da carga negativa do extremo C-
terminal, aumentando assim a carga positiva liquida do peptideo e/ou devido a protecao de
degradacao do peptideo por parte de enzimas carboxipeptidases. Particularmente, estudos
prévios revelaram uma intensificada agdo antimicrobiana do peptideo mastoparano e seus
analogos na forma C-terminal amidada (Sforca et al., 2004; Da Silva et al., 2014). Assim,
decidimos investigar possiveis mudancas na atividade antibacteriana dos peptideos [I°, R*] MP
e PaDBSIR1 carboxiamidados. Por um lado, em concordancia com os dados da literatura, os
resultados obtidos para [I°, R*] MP indicam que a amidacdo do C-terminal conduziu a um
aumento da atividade, com valores de CMI duas vezes menor contra K. pneumoniae, € trés
vezes menor contra S. aureus (ver Tabela 5). Pelo contrario, ao comparar os resultados de CMI
para PaDBSIRI1 nas formas amidada e ndo amidada, observam-se idénticos valores contra as
bactérias testadas (E. coli, P. aeruginosa e S. aureus; ver Tabela 7), sugerindo que um aumento
de carga e/ou protecdo contra carboxipeptidases ndo seriam necessarios para aumentar a
poténcia de PaDBS1RI1.

Afim de avaliar a atividade hemolitica dos peptideos, bem como a toxicidade frente a

c€lulas humanas, procedemos a determinar a concentragdo do peptideo capaz de produzir a lise
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de 50% das células (LCsp). Desta maneira, os dados da capacidade hemolitica dos peptideos
revelaram a auséncia de atividade hemolitica com valores superiores a 200 uM, para todos os
peptideos com a excecdo de PaDBSIRI1 que apresentou um valor menor de 50 uM, porém
superior aos dados CMI (1,5 — 3,125 uM) (Tabela 7). Além, os dados de LCspindicaram que os
3 peptideos desenhados nao apresentam toxicidade sobre as células HEK-293 (células renais
embrionarias humanas) (LCsp = 111 — 143 uM). Enquanto ao efeito litico frente as células
THP-1 (macrofagos derivados de mondcitos humanos), observou-se atividade citotoxica para
os peptideos PaDBS1R1 e EcDBS1R6, com valores de LCsy no intervalo 5 — 7 uM sendo
menores que os valores de CMI obtidos para os microrganismos testados. No caso do analogo
[I°, R®*] MP, os nossos resultados indicaram atividade citotoxica frente as células THP-1, porém
¢ de destacar que os dados contidos na Tabela 5 mostram a auséncia de citotoxicidade para a
maioria das bactérias testadas (bactérias Gram-negativas, bactérias resistentes aos antibioticos e
S. pyogenes). Ainda, ao comparar com dados na literatura para o MP L, constatamos uma
otimizagdo referente & atividade antimicrobiana e citotoxica do analogo [I°, R*] MP (Leite et
al.,2011; Lin et al., 2011; Konno et al., 2016).

Apo6s a determinagcdo da capacidade antimicrobiana dos peptideos, o passo seguinte
consistiu em estudar a permeabilizacao e despolarizacdo de membranas bacterianas induzida
por peptideos assim como a cinética da sua atividade bactericida. Portanto, utilizou-se para
esses estudos, uma concentragdo correspondente ao dobro da CMI a fim de garantir a correta
observacao do efeito dos peptideos nas bactérias susceptiveis. Conforme os fins do estudo, as
sondas SG e DiSC3(5) permitiram avaliar o efeito dos peptideos sobre a integridade de
membranas citoplasmaticas das bactérias Gram-negativa E. coli e Gram-positiva S. aureus,
utilizando como referéncia a atividade do peptideo melitina, de conhecida a¢ao formadora de
poros. Dessa maneira, a andlise quantitativa da intensidade de fluorescéncia das sondas ao

longo do tempo, permitiu determinar a habilidade de todos os peptideos desenhados para
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permeabilizar e despolarizar ambas cepas bacterianas testadas. De forma detalhada, a cinética
de permeabilizacdo da membrana de E. coli induzida por PADBS1R1 evidenciou-se mais rapida
comparada aos outros peptideos, no entanto a cinética de despolarizagdo, mostrou-se similar
para todos os peptideos. No caso da membrana de S. aureus, todos os peptideos induziram
rapidamente a sua permeabilizagdo e despolarizacdo, porém a intensidade do efeito sobre a
membrana (intensidade de fluorescéncia das sondas) revelou-se muito menor para o peptideo
EcDBS1R6. Contudo, nossos resultados nos levam a sugerir que todos os peptideos
apresentariam um mecanismo de ac¢do bactericida dependente do comprometimento da
integridade da membrana.

A velocidade de agdo bactericida dos peptideos, foi monitorada pela contagem de UFC
apds incubagdo com o peptideo (na concentragao 2x CMI). Em fun¢do dos resultados da
cinética de morte, percebemos que o peptideo ECDBS1R6 atua com a mesma velocidade frente
a ambas bactérias Gram-negativa ¢ Gram-positiva (15 min). A rapida acdo bactericida de
EcDBSI1R6, comparada a baixa intensidade do efeito de permeabilizagdo e despolarizagao da
membrana bacteriana (Figura 13), nos leva a pensar que o mecanismo de a¢ao poderia envolver
a interferéncia em processos intracelulares, provocando eventualmente um bloqueio de divisao
celular. No caso de [I°, R*] MP ¢ PaDBSIRI, o ensaio de fime-kill revelou que estes peptideos
atuam de forma mais répida frente a bactéria E. coli que a bactéria S. aureus (diferenca de 30
min entre as cepas). A rapida permeabiliza¢io e despolarizagdo de S. aureus induzidas por [I,
R*] MP (Figura 9) e PaDBSIRI1 (Figura 17), sugere que o efeito sobre a integridade da
membrana pode ser um fator importante no mecanismo de morte, no entanto, a capacidade de
alterar a membrana bacteriana nao representaria o passo letal. Desta forma, esses peptideos
poderiam estar envolvidos em eventos adicionais, tais como a translocagdo da membrana ou
processos de sinalizacdo intracelular. Além disso, o maior tempo necessario para matar a

bactéria Gram-negativa em estudo, poderia estar indicando que a espessa camada de
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peptideoglicano e moléculas de 4cido lipoteicoico, seriam responsaveis de retardar o passo dos
peptideos.

Com o intuito de obter maiores detalhes sobre o mecanismo bactericida, foram analisadas
as possiveis alteracdes induzidas por peptideos sobre a morfologia dos microrganismos
susceptiveis, por meio de imagens de alta resolucao obtidas pela técnica MEV-FEG. Com base
nessas imagens podemos inferir que todos os peptideos, em menor ou maior grau, provocaram
danos na membrana dos microrganismos em estudo, a0 compararmos com as imagens controle
(células crescendo em auséncia de peptideo) (Figura 11, Figura 15 e Figura 19).

Afim de investigar em detalhe a interacao dos peptideos com as membranas biologicas, a
predicao da estrutura tridimensional dos peptideos em estudo torna-se fundamental. Assim, a
determinagdo estrutural tedrica para o andlogo MP e para o peptideo ECDBS1R6 por meio da
estratégia de simula¢do de dindmica molecular e os estudos de DC e RMN para PaDBSIRI,
permitiram determinar que todos os peptideos, em ambiente de membrana, apresentam-se em
conformagdo helicoidal anfipatica. Essa preferéncia conformacional dos peptideos constitui
uma caracteristicas fundamental para a analise da dinamica de interacdo com as membranas
fosfolipidicas. O estudo de interacio com membranas DOPC permitiu observar que os
peptideos mantém a conformagdo durante a simulacdo, com poucas variacdes espaciais,
permitindo uma interag¢ao da face hidrofébica da hélice com a regido de caudas hidrofobicas da
bicamada lipidica. Podemos inferir que tais interagdes seriam cruciais para a insercao e
estabilizacdao dos peptideos no centro da membrana bacteriana.

Peptideos com conformacdo em hélice estdo entre os mais abundantes e amplamente
distribuidos na natureza (Huang ef al., 2010). Com base no demonstrado sucesso dos peptideos
em hélice para a defesa inata, numerosos estudos tém sido realizados para otimizar o seu
potencial para aplicagdes clinicas. Através da abordagem de desenho de novo, Mai et al. (2015)

demonstraram a importancia de manter uma estrutura a-hélice anfipatica para uma atividade
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biologica desejavel. Além disso, a capacidade de assumir estrutura anfipatica mostrou ser um
requisito funcional importante na interacao e posterior translocacdo dos AMPs nas membranas
bacterianas (Giangaspero ef al., 2001; Mai et al., 2015). Consistente com esta hipotese, no caso
de PaDBSIRI, os nossos dados indicaram que a conformagdo a-hélice anfipatica promove
tanto a interacdo eletrostatica quanto hidrofobica com a membrana, onde a face positiva tem
como alvo a superficie anidnica da membrana bacteriana (cabecas polares dos fosfolipideos) e
os residuos hidrofobicos interagem com o nucleo da membrana (cadeias hidrocarbonadas dos
fosfolipideos). Consequentemente, o peptideo PaDBS1R1 insere-se na bicamada lipidica,
induzindo perturbag¢des e produzindo a permeabilizagdo da membrana, que posteriormente
conduz a lise celular. Considerando as informagdes aqui apresentadas, sobressai a possibilidade
de utilizacdo das novas sequéncias peptidicas [I°, R*] MP, EcDBSIR6 ¢ PaDBSIR6 como

prototipos para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
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CONCLUSOES

No presente estudo, 3 sequéncias peptidicas obtidas a partir do desenho racional foram
propostas como potenciais peptideos antimicrobianos. Tais sequéncias, denominadas [I°, R®]
MP, EcDBS1R6 e PaDBS1R1, foram avaliadas quanto a seu potencial antimicrobiano frente a
bactérias e fungos, assim como seu potencial toxico frente a células humanas. Além, realizou-
se um estudo da sua estrutura tridimensional, mecanismo de agao e interagdo com membranas.

Os resultados obtidos permitem inferir que:

* A aplicacao do nosso método de desenho racional possibilitou o desenvolvimento
de 3 sequéncias peptidicas com alto potencial antimicrobiano in vitro contra
bactérias Gram-positivas e -negativas, inclusive contra cepas resistentes a drogas
e fungos do género Candida.

* O peptideo PaDBSIR1 destacou-se por apresentar potente atividade
antimicrobiana de amplo espectro em concentragdes micromolares, incluindo
bactérias resistentes, assim como uma rapida acao bactericida frente a bactéria E.
coli (< 5 min).

* O calculo do indice terapéutico sugeriu baixa toxicidade dos peptideos
desenhados frente as células humanas eritrocitos, macrofagos derivados de
monocitos THP-1 e células renais embrionarias HEK-293.

» Otimizou-se a atividade antimicrobiana e citotoxica do peptideo [I°, R*] MP
respeito da sequéncia original, o peptideo de origem natural mastoparano L.

* Todos os peptideos em estudo demonstraram a habilidade de induzir a
permeabilizacdo e despolarizacdo de membranas citoplasmaticas bacterianas

Gram-negativas e -positivas.
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A velocidade de agdo bactericida dos peptideos desenhados revelou-se rapida
frente a E. coli e moderada frente a S. aureus.

A visualizagdo dos efeitos dos peptideos desenhados sobre a morfologia dos
microrganismos sensiveis sugeriu a capacidade de provocar danos na membrana
citoplasmatica.

A avaliagdo estrutural determinou que os peptideos desenhados apresentam
conformagdo a-hélice anfipatica em ambientes lipidicos

A avaliacao funcional e estrutural dos peptideos indicaria um mecanismo de ac¢ao
de tipo membranolitico

Os dados apresentados sugerem o uso da estratégia de desenho racional na
identificacdo, selecao e otimizagao de peptideos de aplicabilidade farmacoldgica e

medicinal de grande interesse
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PERSPECTIVAS

* Continuar a avalia¢ao citotoxica dos peptideos desenhados frente a células humanas

imunologicas, em diferentes tempos de exposi¢ao.

* Avaliar a biocompatibilidade dos peptideos desenhados afim de definir o desempenho
eficiente e ndo prejudicial ao hospedeiro, induzindo uma resposta vantajosa e

apropriada durante o seu uso clinico.

* Realizar ensaios toxicologicos em modelos animais in vivo para avaliar o uso potencial

na terapéutica.

* Realizar testes de sinergismo com antibioticos de uso convencional frente a bactérias

resistentes.
* Aprofundar o estudo da interagdao peptideo-membrana por meio do uso de vesiculas

miméticas de membranas biologicas, afim de obter informacdes detalhadas do

mecanismo de a¢ao e validar o modelo proposto.
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Apéndice I- Figuras complementarias

Padrao antimicrobiano w

Insergéo em
diversas
posicbes de
um peptideo
sem alividade

R=S—P+15 S2>P

Andlogos
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Figura 1. Representagdo esquematica do funcionamento do algoritmo Joker e equacdo do numero
maximo de analogos para o peptideo original. O nimero de analogos esta representado por R, o nimero
de aminoacidos da sequéncia por S e o numero de componentes do padrao por P. Adaptado de Porto,
2013.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana das sequéncias geradas por desenho racional, avaliada pela técnica
spot array frente a bactéria bioluminiscente P. aeruginosa H1001. As sequéncias selecionadas
encontram-se ressaltadas em letra escura.

Nome Sequéncia CIM P. aeruginosa H1001 (uM)
[I°, R®] MP | INLKILARLAKKIL 6
PaDBS1 MARNKPGKKLRLAAAFK >200
PaDBS1R1 PKILNKILGKILRLAAAFK 6
PaDBS1R2 PMARKILLRIKLKIAAAFK 50
PaDBS1R3 PMARNKILGKILRKIAAFK 6,25
PaDBS1R4 PMARNKPKILKRILAKIFK 6,25
PaDBS1R5 PMARNKPLKILLRLAAKIK 12,5
PaDBS1R6 PMARNKPLGKILRRIAAKI 12,5
PaDBS1R7 PMKLLKRLGKKIRLAAAFK 3
PaDBS1RS8 PMAKLLPRIKKKILAAAFK 12,5
PaDBS1R9 PMARNKKLLKKLRLKIAFK 1,5
EcDBS1 MKKLFAALALAAVVAPVW 200
EcDBS1R1 PMKKLLARLALKIVVAPVW 25
EcDBS1R2 PMKKKLAARILAKIVAPVW 12,5
EcDBS1R3 PMKKLKLALRLAAKIAPVW 12,5
EcDBS1R4 PMKKLFAALKLAARVAPKIT 12,5
EcDBS1R5 PMKKLFAKLALRIVVKIVW 200
EcDBS1R6 PMKKLFKLLARIAVKIPVW 6,25
EcDBS1R7 PMKKLFAALKLAARVAPKIT 200
EcDBS1RS8 PMKILFRILAKIAVVAPVW 100
EcDBS1R9 PMKKLFAAKILARVVAKIW 6,25
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Figura 2. (A) mapa de contornos TOCSY e (B) NOESY obtidos para 1 mmol.L" do peptideo
PaDBSIR1 em presenga de 100 mmol. L' de SDS-dys. (C) Diagrama de conectividades NOE. As
intensidades das interagdes dnn, dev € dpy estdo diferenciadas como fortes, médias e fracas de acordo
com a espessura das linhas.
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Figura 3. (A) CSI dos ntcleos de H,, C, ¢ N do peptideo PaDBS1R1. A regido estrutural em hélice esta
indicada. (B) Resumo dos dados de calculos estruturais das 20 melhores estruturas RMN para
PaDBSI1RI1. (C, D) Analise das restri¢gdes de distancia e angulos diedros obtidas por RMN. (C) Grafico
de unicidade (I,,;) pelo indice de cada restrigao e (D) grafico de informagao unica (I,,;) por informacao
média (Ieq), respectivamente. IR, restrigdes intra-residuais; SR, restricdes sequenciais; MR, restri¢des
de média distancia.
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