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RESUMO

CHEROBIM, Mariana. Atividade in vitro e in vivo dos peptideos Pa-MAP 1.5
E Pa-MAP 1.9 derivados de Pleuronectes americanus contra Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883. 2014, Programa de Pds Graduacdo em Biologia
Animal, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

Peptideos antimicrobianos (PAM) sdo componentes do sistema imune
inato da maioria dos seres vivos. Estas moléculas vém despertando um
crescente interesse como alternativas aos antibidticos classicos, uma vez que
podem apresentar atividade antimicrobiana potente contra um amplo espectro
de microrganismos, inclusive contra microrganismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis. Por mais dinamica que sejam as industrias
farmacéuticas na busca por novos farmacos, é praticamente impossivel o
mercado farmacéutico acompanhar o espantoso fendmeno da multirresisténcia
apresentada por muitos microrganismos. Neste contexto, os PAMs surgem
como uma alternativa farmacolégica, pois podem ser usados isoladamente ou
combinados entre si ou com outros antibidticos classicos. Neste estudo foi
avaliada a atividade antimicrobiana de dois peptideos sintéticos e analogos
denominados Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9, derivados de um peptideo do peixe
Pleuronectes americanus. Os dois analogos tiveram sua homogeneidade e
grau de pureza analisados por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF e
posteriormente foram submetidos a ensaios antimicrobianos, isoladamente e
em combinacdo, contra a bactéria Gram-negativa Klebsiella pneumoniae e
avaliados também, com relacéo a sua atividade citotdéxica Os resultados in vitro
evidenciaram uma forte atividade sinérgica com CIM de 4/4pg.ml?, dos
peptideos, sendo que esta concentracdo ndo se mostrou citotoxica. Resultados
dos testes In vivo, mostraram que a combinacdo de peptideos foi eficiente,
sendo observado um decréscimo notavel de UFCs de K. pneumoniae no
sangue bem como nos pulmdes, de camundongos Black C57/bl6. Os animais
foram tratados com os peptideos combinados, inoculados por via intravenosa,
utilizando concentracdes de 36 mg.Kg™, 18mg.Kg™ e 9mg.Kg™* para o peptideo
Pa-MAP 1.5; e para o peptideo Pa-MAP 1.9 as doses utilizadas foram de
4mg.Kg*, 2mg.Kg™* e 1mg.Kg™. Com o objetivo de entender como ocorre o
acoplamento e a interacdo destes peptideos, foram propostos modelos
tridimensionais in silico através de modelagem molecular. Resultados das
modelagens in silico sugerem uma estrutura em a-hélice anfipatica, para
ambos os peptideos. Quando se realizou o acoplamento molecular dos
peptideos com uma membrana anidnica, 0s peptideos conjugados
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apresentaram uma alta taxa de afinidade, corroborando assim com os
resultados experimentais in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos, Klebsiella  pneumonia~
Resisténcia antimicrobiana.

ABSTRACT

CHEROBIM, Mariana. Activity in vitro and in vivo of peptides Pa-MAP 1.5
and Pa-MAP 1.9 from Pleuronectes americanus against Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883. 2014, Programa de Pos Graduacdo em Biologia
Animal, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

Antimicrobial peptides (AMPs) are innate immune system components,
which are present in several living organisms. This molecules interesting is
growing as an alternative for traditional antibiotics due to their potent
antimicrobial activities against a broad range of microorganisms including those
resistant to classical antibiotics. In spite of pharmaceutical companies
dynamism for new drugs discovery, have been virtually impossible to
pharmaceutical market to keep up the amazing multidrug resistance phenomen
shown by many microorganisms. By this way, antimicrobial peptides stand out
as promising pharmacological alternatives, since they can be used alone or in
combination to classic antibiotic. In this view, the present study characterized
the activity of two synthetic analogues, named Pa-MAP 1.5 and Pa-MAP 1.9
from Pleuronectes americanus fish. Both analogs had the homogeinity and
purity degree checked by MALDI-ToF mass spectrometry. Moreover, peptides
were assayed according their antibacterial activity, alone and in combination
against Gram-negative Klebsiella pneumonia as well as their hemolytic activity.
Data in vitro assay demonstrate a strong synergistic activity between peptides,
with MIC of 4/4ug.ml™. Nevertheless at this concentration they did not showed
cytolytic effects. The in vivo results showed that peptides combination were
capable to pronounced decrease K. pneumoniae’s UFCs in blood count, as well
in black C57/blé mouse’s lung. The animals were treated with the combined
peptides via intravenously using concentrations of 36 mg.Kg™, 18 mg.Kg™ and 9
mg.Kg™ for Pa-MAP 1.5; and 4mg.Kg™, 2mg.Kg™ e 1mg.Kg™ for Pa-MAP 1.9. In
order to understand these peptides interact in silico three-dimensional models
were constructed by molecular modeling. Results of in silico modeling suggest
amphipathic a-helical structures for both peptides. When molecular peptide
docking was performed with anionic membranes, conjugated peptides showed
high affinity rates, thus corroborating with in vitro and in vivo data presented.

Keywords: Antimicrobial peptides, Klebsiella pneumoniae, antimicrobial
resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1 Abordagem Geral Sobre Antibidticos

Alexander Fleming, em 1928, descobriu o primeiro antibiotico
comercializado da histéria da humanidade: a penicilina. A partir desta
descoberta abriram-se as portas de um novo mundo, com o surgimento de uma
grande industria que passou a se dedicar a producdo deste e de outros
antibiéticos responsaveis pela possibilidade de vida com qualidade para
pessoas que sofriam com doencas infecciosas, como a tuberculose, a
pneumonia, a meningite, a sifilis, e outras infeccdes microbianas (Bourque,
2009). Apesar desta descoberta, a penicilina comecou a ser utilizada em
humanos na década de 40, em decorréncia do evento da segunda Guerra
Mundial. Inicialmente, apenas as for¢cas armadas eram autorizadas a utilizar os
poucos antibidticos disponiveis (penicilina e sulfonamidas). Porém, com o
aumento da producdo e desenvolvimento de novas classes de antibidticos, o
acesso a esses medicamentos foi consideravelmente facilitado, a ponto de
serem usados para qualquer tipo de infeccdo, inclusive as de origem nao
bacteriana (Berdy, 2012). O uso deste e de outros antibiGticos segue uma
curva crescente, de uso e descobrimento. De 1928 até hoje, os cientistas
descobriram e desenvolveram 19 classes de antibidticos, levando ao
tratamento e cura de milhares de tipos de infec¢des e salvando mais de 200
milhdes de vidas (IFPMA, 2011). Quando se analisa as principais causas de
doencas ao longo da histéria da humanidade, o numero de infeccdes
comparadas a outras doencas € alarmante, sendo a quarta principal causa de
morte. Com a introducdo dos antibidticos, esta situacdo foi razoavelmente
controlada por um tempo. Contudo, 0os microrganismos vém desenvolvendo
mecanismos de resisténcia que tém ultrapassado os avangos alcancados no

tratamento de infec¢des (Nikolaidis et al., 2013).
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Os antibidticos diferem uns dos outros nas suas propriedades fisicas,
quimicas, farmacoldgicas, assim como no espectro e mecanismos de acao
(Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007). Os antibiéticos podem apresentar
duas funcbes distintas: a destruicdo de uma populacdo bacteriana por uma
acado bactericida, e a inibicdo do crescimento bacteriano através da acédo
bacteriostatica (Noga et al., 2011). A acdo bacteriostatica impede a
multiplicacdo das mesmas, mantendo-as na fase estacionéaria, sendo que os
bactericidas atuam em processos vitais para a célula, levando a morte celular
(Lewis, 2013). Os antibidticos podem ser separados e definidos por
caracteristicas diversas, como: sua capacidade de alcancar rapidamente o
alvo, ser seletivo e especifico, baixo nivel toxico e elevados niveis terapéuticos,
acdo individualizada de modo a ndo afetar o meio ambiente quando
descartado, apresentar baixo indice de reacdes adversas associadas, seja por
reacdo alérgica ou toxicidade intrinseca, varias vias de administragéo, tais

como, oral (VO), intravenosa (IV) e intramuscular (IM) (Berdy, 2012).

A classificacdo mais comum dos antibiéticos baseia-se no seu
mecanismo de acdo. De acordo com Brogden e Brogden (2011), sdo descritos
cinco mecanismos de acédo: Inibicdo da sintese da parede celular; inibicdo da
sintese ou dano da membrana citoplasmatica; inibicdo da sintese proteica nos
ribossomos; alteracbes na sintese dos &cidos nucleicos; alteracdo de

metabolismos celulares, tal como representado na figura 1:
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Figura 1: Esquema representativo dos principais mecanismos de ac¢édo dos antibitticos
(ANVISA, 2007).

A sobrevivéncia das bactérias esta diretamente relacionada com a
manutencdo da integridade de sua parede celular. A parede celular das
bactérias € constituida por uma estrutura entrelagada que confere certo grau de
flexibilidade devido ao seu principal constituinte, o peptideoglicano. A penicilina
e outros antibidticos representantes desta classe como, as cefalosporinas, os
carbapenemes e 0s monolactamicos, impedem a sintese completa do
peptideoglicano e por consequéncia enfraquecem a parede celular, fazendo
com que a célula bacteriana sofra lise. A baixa toxicidade dessa classe de
antibioticos se deve ao fato de que as células de mamiferos ndo apresenta

parede celular constituidas de peptideoglicanos (Dathe et al., 2001).

Existem ainda aqueles antibidticos que sdo capazes de desordenar a
membrana plasmatica, podendo ser agentes anidnicos, catidbnicos ou neutros.
Dois exemplos bem conhecidos séo as polimixinas C e E, que possuem grupos
lipofébicos que interagem com o polissacarideo da membrana, alterando sua
permeabilidade, e a entrada de agua na célula causando a morte da bactéria
(Al-Mariri and Safi, 2014; Baysari et al., 2013).
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Os antibiéticos como os aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol
anfenicdis, macrolitos, lincosamida e oxazolinidonas agem ligando-se as duas
subunidades de 30s e 50s dos ribossomos de forma que inibem ou modificam a
sintese proteica (Carvalho et al., 2013). Os antibioticos que interferem na
sintese de &acidos nucléicos sdo as fluoroquinolonas e a rifampicina. Esses
antimicrobianos se ligam a RNA polimerase dependente de DNA e inibem a
iniciacdo da sintese de RNA, ou a subunidade A do DNA girase impedindo o
supere enovelamento do DNA, e consequente funcdo do mesmo (Cui and
Zhou, 2014). Existem ainda os antibidticos que alteram o metabolismo celular,
nesse caso mais especificamente a sintese de acido félico. As sulfonamidas
séo inibidores competitivos da diidropteroato-sintase, uma enzima responsavel
pela integracdo do acido paraminobenzoico (PABA) no acido diidropterdico,

precursor imediato do acido félico (Shah, 2013; Soraas et al., 2014).

Atualmente, as grandes industrias farmacéuticas tém investido menos na
busca por novos compostos antimicrobianos, pois 0s antibiéticos
comercializados atualmente sdo capazes de controlar a maior parte das
infeccbes a baixo custo e também porque concluiram que os farmacos contra
doencas cronicas oferecem uma possibilidade maior de lucro. Houve, portanto,
da descoberta dos primeiros antibioticos até hoje, uma reducdo dramatica na
identificagdo de novos agentes antibiéticos. Simultaneamente ocorre também
um aumento na incidéncia de resisténcia bacteriana, provocada

primordialmente pelo uso indiscriminado destes farmacos (Livermore, 2012).

1.2 Klebsiella pneumoniae: Um Patégeno a Ser Controlado
K. pneumoniae é um bacilo Gram-negativo, membro da familia

Enterobacteriaceae, encontrado em locais como agua, solo, plantas e esgoto
(Brisse et al., 2009). Sua colonizacdo em seres humanos provavelmente ocorre
por contato com as diversas fontes ambientais e este pode ser encontrado
colonizando a orofaringe e fezes de pessoas sadias. Entretanto, no organismo
de pessoas imunocomprometidas, esta bactéria encontra um ambiente propicio
para seu crescimento, levando aos quadros de infeccdo (March et al., 2013;
Shon et al., 2013).
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As razdes pelas quais este microrganismo pode ser tdo patogénico esta
intimamente ligado aos aspectos morfolégicos e moleculares da bactéria, como
por exemplo os fatores de viruléncia capsulares e lipopolisacarideos, que sédo
componentes utilizados para sorotipagem de K. pneumoniae, sendo o tipo K
relacionado a estrutura da capsula e o tipo O, baseado na estrutura especifica
de lipopolissacarideos. A bactéria KPC apresenta sua membrana constituida
pelo lipopolissacarideo que, devido a variagdo na sua estrutura, confere uma
grande diversidade sorologica de antigenos O (Lavigne et al., 2013). J4 a
capsula apresenta componentes de constituicdo polissacaridica capaz de
proteger K. pneumoniae da fagocitose, além de prevenir a morte dessa bactéria
por componentes antibacterianos presentes no soro. De acordo com a
composicdo desses polissacarideos, K. pneumoniae pode ser classificada em
mais 70 antigenos soroldgicos K, sendo o K1 e K2, os mais virulentos
(Giamarellou et al., 2013; Mosca et al., 2013).

A bactéria K. pneumoniae vem se mostrando um patégeno de grande
importancia nas infec¢cdes hospitalares, resistente a um niumero expressivo de
antimicrobianos. Segundo dados do Ministério da Saude, no Distrito Federal
foram feitas 187 notificagOes de infec¢cado por K. pneumoniae no ano de 2010,
sendo registrados 18 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE 2010). O surgimento de
cepas de K. pneumoniae produtoras da enzima carbapenemase (KPC),
capazes de hidrolisar antibioticos carbapenémicos e conferir multirresisténcia
tornou essa bactéria um dos grandes desafios no desenvolvimento de novos
farmacos (Hirsh & Tam, 2010).

Este microrganismo pode expressar resisténcia a até 95% dos
antimicrobianos existentes no mercado farmacéutico como penicilinas,
cefalosporinas, aminoglicosideos e quinolonas, devido em grande parte ao fato
de cepas desta bactéria serem produtoras de uma enzima denominada beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL), enzima essa que confere resisténcia
a antimicrobianos de importancia clinica (BRADFORD, 2004). A maior parte
das ocorréncias de infeccdo por Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
afetam pacientes imunodeprimidos hospitalizados e/ou com dispositivos
invasivos como cateter, sonda, pulséo venosa periférica ou outra situagdo que

facilita 0 acesso da bactéria ao paciente (Pontikis et al., 2013). Uma das portas
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mais importantes para a entrada de microrganismos no corpo humano € o
pulméo, por estar em constante contato com a atmosfera, expondo as vias
aéreas as diversas bactérias. Também como consequéncia dessa exposi¢ao
pode ocorrer a entrada de microrganismos patogénicos e virulentos, que
podem gerar infec¢des graves e até mesmo fatais. Uma das formas do pulméo
se proteger contra a invasdo de patdgenos sdo as barreiras fisicas das vias
respiratorias como o muco produzido nas cavidades nasais ou no proprio
pulmdo, que envolvem as particulas ou microrganismos estranhos.
Posteriormente, o proprio corpo expulsa estes microrganismos das vias
respiratorias por movimentos ritmados das células ciliares. Outra forma de se
conter a entrada e estabelecimento dos microrganismos é o sistema imune
inato, que inclui mediadores solGveis constitutivos ou induzidos, que lizam,
opsonizam ou recrutam células inflamatorias para eliminar o patégeno (Boyton
and Openshaw, 2002).

Bactérias como a K. pneumoniae podem ultrapassar as barreiras
impostas pelas defesas das vias respiratérias, causando no hospedeiro um
quadro de infeccdo pulmonar. Entre os muitos tipos de infeccdes pulmonares,
uma das mais graves € a pneumonia. A pneumonia causa injurias ao tecido
epitelial pulmonar, inflamacao e super ativacdo dos mecanismos de reparo do
pulmao. As respostas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro ao patégeno
promovem ainda a formacao de pequenos acidentes vasculares e edemas nos
tecidos vizinhos, 0s quais permitem 0 acesso das bactérias ao sangue e
possivel espalhamento sistémico destes patdgenos, que podem resultar em

uma infeccéo generalizada (Eisele and Anderson, 2011).

Algumas células como as parenquimatosas e mieléides que séo ativas
no sistema de defesa pulmonar, exercem também um importante papel na
defesa contra bactérias especificas. Existem trabalhos que demonstram que
macrofagos, devido a sua capacidade de fagocitose, sdo fundamentais na
eliminacdo de K. pneumoniae no pulmé&o e em outros 6rgdos. Em testes in vivo,
quando o corpo do hospedeiro gera preferencialmente esse tipo de células
migratorias, o resultado é o aumento na taxa de morte de K. pneumoniae e o
aumento nos niveis de citocinas que estdo envolvidas no recrutamento de

neutrofilos (leucocitos polimorfonucleares, de TNF-a. (tumor necrosis factor
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alpha) e de MIP-2 (macrophage inflammatory protein 2), (Broug-Holub et al.,
1997). As citocinas, nesse cenario, exibem um papel fundamental, qualquer
desregulacéo na producdo das mesmas pode provocar mudancas inflamatoérias
que alteram a arquitetura ou funcionamento das vias aéreas (Boyton and
Openshaw, 2002).

1.3. Mecanismos de Resisténcia aos Antibidticos
A resisténcia bacteriana pode ser considerada um fenbmeno que ocorre

como resposta a selecao natural frente ao amplo uso de antibidticos e sua
presenca no meio ambiente (Schmieder, 2012). Devido a sua rapida
multiplicacéo, alta capacidade de sofrer mutacdo, promiscuidade e a troca de
material genético entre individuos da mesma espécie ou de espécies
diferentes, as bactérias apresentam uma alta capacidade de adaptacdo a
fatores mudltiplos, a qual confere a esses microrganismos uma alta taxa de
resisténcia quando expostos a um ambiente de forte pressdo de selecdo
(Fernandes, 2011). Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos do
microrganismo ou adquiridos por transmissédo de material genético ou mutacao
(Steel et al., 2013).

A resisténcia acontece através de dois grandes mecanismos: mutacao
num loci do cromossoma ou transferéncia horizontal de genes, isto é, por
aguisicdo de genes de resisténcia anteriormente presentes em outros
microrganismos (Tigen et al., 2014; Yue and Schifferli, 2014). Os genes
responsaveis pela resisténcia contidos em plasmideos, normalmente codificam
enzimas que inativam os antibiéticos ou reduzem a permeabilidade das células.
Em contraste, a resisténcia conferida por mutacbes cromossomais envolve a

modificacdo do alvo (Jiang et al., 2013).

Quando se fala da evolucédo das bactérias € importante evidenciar que
as mutacdes ocorrem de forma induzida ou espontanea (Berglund et al., 2014).
As mutagdes induzidas devem-se a ag¢do da radiacdo, como por exemplo, a
ultravioleta ou ionizante, os agentes alquilantes, a hidroxilamina ou a presenca
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Se a mutacédo for benéfica para a
bactéria, como no caso da resisténcia aos antibioticos, entdo tendera a

predominar naquela espécie. Assim o maior problema da resisténcia mediada
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por mutacdo é a sua transmissao as geracdes seguintes, o0 que torna a bactéria
resistente predominante (Claud et al., 2013; Lin et al., 2014; Liu et al., 2013b).

A transferéncia horizontal de genes consiste em um processo de
aquisicdo de material genético entre bactérias da mesma espécie ou espécies
diferentes. As bactérias possuem diversos elementos genéticos moveis
(plasmideos, transposons, sequéncias de insercdo e integrons), que
contribuem para a disseminagéo de genes de resisténcia aos antibidticos entre
diferentes espécies, por meio de um dos trés mecanismos de transferéncia de
genes de resisténcia entre células bacterianas: transformacéo, conjugacéo e

transducédo (Furuya and Lowy, 2006).

Na transformacao, a bactéria recebe partes de DNA presentes no meio.
A bactéria receptora ira englobar no seu material genético as fracbes de DNA
adquiridas. Esta porcdo de DNA deve possuir um tamanho minimo de 500
nucleotideos para se conseguir integrar no DNA hospedeiro, e o resultado é a
morte ou lise de outra bactéria (B et al.,, 2014; Becker et al., 2014). A
transducdo envolve a presenca de fagos, que funcionam como vetores do
DNA, do doador para o hospedeiro. Cada fago transporta uma porcédo pequena
de DNA da bactéria destruida anteriormente, protegendo a sua integridade das
nucleases existentes no meio (Fadli et al.,, 2014). Ao infectar uma nova
bactéria, a porcdo de DNA ira integrar-se no DNA da bactéria infectada
(Lindsay, 2013; Oglesby-Sherrouse et al.,, 2014; Ondeyka et al., 2014). A
conjugacao € um processo que ocorre entre células bacterianas, da mesma ou
de diferentes espécies, que ao entrarem em contato direto trocam pequenas
porcdes de material genético, como por exemplo, plasmideos (Otto et al.,
2013).

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou natural ou adquirida. A
intrinseca corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana, que
“naturalmente” cria uma barreira de permeabilidade contra o antibiético, como
por exemplo, a presenca de membrana externa nas bactérias Gram-negativas.
Ainda se refere ao género e algumas vezes espécie-especifica, o que define o
espectro de acdo do antibidtico. Podem-se citar como exemplos de resisténcia

by

intrinseca os microrganismos do género Klebsiella resistente a ampicilina,
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amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina e o S. aureus resistente a todos os [3-
lactamicos. A resisténcia bacteriana adquirida corresponde a uma
caracteristica da espécie resultante da alteracdo do material genético existente
ou a aquisicdo de novo material genético de outra fonte. Ela pode ser revelada
em apenas algumas cepas de uma mesma espécie bacteriana resultando da
mutac&o ou desrepressao (na inativacdo do gene repressor, o gene operador
torna-se ativo novamente, fazendo com que se manifeste a resisténcia nao so
a droga em uso, mas também a outros antibioticos). Este tipo de resisténcia ja
foi descrita em praticamente todas as espécies de bactérias, conhecendo-se
detalhes dos mecanismos de aquisicAo e 0sS mecanismos moleculares da

manifestacéo da resisténcia.

Antes do século XXI, a resisténcia bacteriana estava basicamente
restrita a ambientes hospitalares, porém com a disseminacdo de cepas
resistentes, é possivel encontra-las nos mais ambientes, chegando a atingir até
mesmo individuos saudaveis (Alanis, 2005). Os primeiros relatos de resisténcia
bacteriana estavam ligados a bactéria Staphylococcus aureus resistente ao
antibiotico oxacilina, posteriormente, as Enterobactérias que excretavam uma
enzima capaz de promover a lise de diversos antimicrobianos. Hoje temos
Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina e bactérias Gram-negativas
capazes de digerir antibioticos carbapénemicos, como a Klebsiella pneumoniae
(Del Peloso et al., 2010).

Estudos realizados em 29 paises da comunidade européia, relativos a
resisténcia bacteriana entre 2008 e 2011 (dois dos estudos indicados na figura
2) revelam um crescimento da resisténcia em bactérias Gram negativas, como
Escherichia coli, K. pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (Martinez et al.,
2014). Sendo que se observou que em 2011, a resisténcia combinada as
cefalosporinas de 32 geracdo, fluoroquinolonas e aminoglicosideos, em
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foram as mais predominantes
(Maseda et al., 2013).
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Figura 2: Mapa de Resisténcia de Microrganismos no mundo. A esquerda:

Resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus e a direita: resisténcia as
cefalosporinas de 32 geragdo em Klebsiella pneumoniae, na Europa em 2011. (ECPD,
2011)

1.4. Peptideos Antimicrobianos Derivados de Peixes
O ambiente aquético apresenta frequentemente um alto nivel de

exposicdo a uma elevada quantidade de patdégenos, portanto o0s peixes
possuem um forte sistema imune inata, que age como primeira linha de defesa
contra um grande numero de patdégenos (Rajanbabu and Chen, 2011).
Peptideos bioativos derivados de peixe, baseados em sua estrutura
secundaria, composicdo e sequéncia dos aminoacidos, estdo envolvidos em
varias funcdes biologicas incluindo a inibicdo do conversor de enzima
angiotensina | (ACE), atividade antioxidante, imunomodulatéria, anticoagulante
e antimicrobiana (Najafian and Babiji, 2012).

Inimeros peptideos com atividade antimicrobiana derivados de peixe
tém sido isolados, dentre eles encontram-se a pardaxina, isolado de secrec¢éo
de pele do peixe Pardachirus marmoratus, a misgurina do peixe Misgurnus
anguillicaudatus e as catelecidinas que tem sido isoladas do peixe primitivo
Myxine glutinosa (Noga et al., 2011). Outra familia de peptideos
antimicrobianos derivados de peixe, as piscidinas, inclui peptideos que
possuem potente atividade contra diversos microrganismos tais quais virus,
bactérias, fungos e parasitas, aléem de estarem associadas a resposta imune

para infeccao parasitaria (Dezfuli et al., 2010).
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Alguns estudos tem demonstrado o0 modo de a¢ao dos peptideos citados
acima, como por exemplo, o da pardaxina, um peptideo positivamente
carregado que interage provavelmente pelo modelo de poro toroidal, onde os
aminoacidos constitutivos se ligam as moléculas carregadas negativamente na
membrana dos patdégenos, e formam poros que degradam a membrana

provocando a lise celular (Pan et al., 2009).

Além da forte acdo bactericida, outra caracteristica que vem chamando
atencdo nos peptideos antimicrobianos derivados de peixe, é a capacidade de
estimular o sistema imune. Um bom exemplo sdo as defensinas de truta
(Oncorhynchus mykiss), que pode servir como uma potencial alternativa para
individuos que sofrem de desordens genéticas na producdo de defensina,
como indica o estudo realizado por Falco e colaboradores (2008), onde uma
injecdo intramuscular da defensina alfa-1 humana (HNP1) sintética, induziu no
peixe a expressdo da transcricdo de genes que codificam citocinas pro-
inflamatoérias (IL-lbeta, TNF-alfal e especialmente IL-8), bem como genes
relatados para codificar o IFN tipo |, em diferentes tecidos da truta, provando

ser um indutor da resposta imune em peixe.

1.5 Peptideos Antimicrobianos: Uma Estratégia Alternativa no Controle de
Patdégenos

Desde a descoberta das magaininas hd mais de 25 anos (Zasloff, 1987)
muitos PAMs ja foram isolados e caracterizados, quanto aos seus efeitos
citoliticos sobre diferentes tipos celulares, incluindo fungos, protozoarios,
células tumorais e também atividade antimicrobiana (Conlon, 2011). A acéo
antimicrobiana das PAMs depende, em geral, de perturbacbes na membrana
bacteriana por interacfes eletrostaticas e hidrofobicas que levam a formacao
de poros na membrana. Varios estudos tém sido realizados sobre a relacao
estrutura-funcdo dos PAMs através da modulacdo dos seus parametros
estruturais (Kim e Cha, 2010).

Historicamente, os PAMs foram descobertos como alternativa aos
antibioticos convencionais ha seis décadas atras, quando peptideos ciclicos
cationicos com atividade bactericida, nomeados Polimixinas e Tirotricina, foram
descobertos e aplicados em tratamentos clinicos em um periodo relativamente

curto. Os mecanismos de acédo desses peptideos sé foram descobertos anos
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mais tarde, contudo o estudo de novos PAMs foi encoberto em detrimento de
novas classes de antibiéticos potentes e baratos que surgiram ao mesmo
tempo, e s6 voltaram a serem estudados devido ao aumento da resisténcia

bacteriana frente aos antibiéticos comerciais (Kruse and Kristensen, 2008).

Como ja descrito anteriormente, a resisténcia antimicrobiana tem sido
indiscutivelmente uma preocupacdo mundial e poucos antibioticos tém sido
desenvolvidos e disponibilizados comercialmente. Desta maneira, existe uma
necessidade urgente no desenvolvimento de novos antibidticos. Os peptideos
antimicrobianos (PAMs) vém ganhando cada vez mais destaque no cenario
cientifico como uma alternativa no combate aos microrganismos patogénicos
(Azevedo Calderon et al., 2011). Novas estratégias, tais como os PAMs
poderiam exibir um importante papel no combate a infecgcbes causadas por

microrganismos patogénicos em varios organismos (Hancock and Sahl, 2006).

Peptideos antimicrobianos tém sido isolados de uma ampla variedade de
organismos, como bactérias, fungos, plantas, invertebrados e vertebrados.
Alguns podem ser considerados como parte da imunidade inata de organismos
multicelulares e normalmente estdo associados a defesa contra patdgenos
(Hancock and Lehrer, 1998; Terras et al.,, 1995) e por esse motivo eles tém
sido denominados como peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) (Hancock
and Sahl, 2006). Exaustivas pesquisas nas Ultimas décadas, em relacdo a sua
biossintese, atividade contra microrganismos, mecanismo de acdo e potencial

aplicacéo clinica tem sido realizados (Lofgren et al., 2008; Nguyen et al., 2011).

PAMs simbolizam uma nova classe de antibi6ticos e sdo definidos como
pequenas moléculas proteicas que contém até 100 residuos de aminoacidos e
oferecem uma rapida e imediata contra o microrganismo invasor (Bartlett et al.,
2002; Huang et al., 2010). Possuem caracteristicas moleculares como (a) seu
pequeno tamanho, geralmente menor que 10 kDa; (b) sua carga,
frequentemente entre +2 e +7 em pH 7,0; e estereogeometria anfipatica, que
confere faces hidrofilicas e hidrofébicas relativamente polarizadas (Yount and
Yeaman, 2013), caracteristicas estas que 0s tornam potenciais compostos

contra membranas microbianas (Hancock and Lehrer, 1998).
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Diversos estudos levaram a descobertas de peptideos de defesas de
organismos tais como: defensinas, cecropinas, magaininas e catelecidinas com
diferentes perfis estruturais e variado espectro de acdo. Estes peptideos
podem apresentar atividade contra bactérias Gram-negativas e positivas. Por
esta razdo tém sido propostos que PAMs poderiam representar potenciais
quimioterapicos no tratamento de infeccbes bacterianas (Takahashi et al.,
2010). Eles poderiam ser usados sozinhos ou em combinagdo com outros
antibioticos para obtencdo de efeito antibacteriano sinérgico (Cassone and
Otvos, 2010). Adicionalmente, PAMs poderiam ser usados como
imunomodulatérios e/ou neutralizantes de endotoxinas, limitando dessa forma a
chance de desenvolvimento de aspectos negativos relacionados ao processo
de inflamacao, como choque séptico (Alba et al., 2012). O potencial terapéutico
dos PAMs esta diretamente relacionado com sua estrutura e habilidade para
lizar membranas, destruindo rapidamente um amplo espectro de
microrganismos como fungos, protozoarios e bactérias (Oglesby-Sherrouse et
al., 2014).

Um das mais utilizadas classificagcdo dos PAMs (Figura 3), sugerida por
Lai & Gallo (2009), baseia-se na composicéo de seus residuos de aminoacidos,
tamanho e estruturas conformacionais, sendo divididos em: (1) peptideos com
uma estrutura a-hélice como as cecropinas, metilinas, magaininas e
dermaseptinas; (2) peptideos com estruturas folha-B estabilizadas por pontes
dissulfeto entre residuos Cys conservados como as [B-defensinas humanas.
Alguns peptideos desta classe perturbam as membranas bacterianas por meio
da formacdo de poros toroidais como descrito no peptideo protegrina 1 porcina.
Nesse peptideo, a parte hidrofébica interage com o nucleo hidrofébico da
bicamada permitindo que as cadeias laterais catibnicas de arginina possam
interagir com os grupos fosfato anidénicos. Na protegrina, os residuos de
arginina estao localizados nas extremidades da folha-p o que torna a molécula
anfipatica; (3) peptideos de estrutura estendida que muitas vezes possui um
anico aminoacido predominante sendo arginina, triptofano ou residuos de
prolina em altas propor¢des, como a indolicidina extraida a partir de granulos
citoplasmaticos de neutréfilos bovinos constituidos por apenas 13 residuos

ricos nos aminodcidos: triptofano (cinco residuos), prolina (trés residuos e
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arginina (dois residuos); (4) peptideos com pontes dissulfeto formando
estruturas loop como a bactenecina, peptideo catibnico de neutréfilos bovinos
que apresenta 12 residuos de aminoacidos sendo quatro residuos de arginina,
dois residuos de cisteina e seis de outros residuos hidrofobicos. Os dois
residuos de cisteina sdo responsaveis pela ligacdo dissulfeto formando uma
estrutura em loop (Brogden and Brogden, 2011; Hancock, 1999; Nguyen et al.,
2011).

Figura 3. Classificagdo dos PAMs sugerida por Lai & Gallo (2009). Baseada na
composicdo de seus residuos de aminoacidos, tamanho e estruturas conformacionais.
(1) Magainina, peptideo com estrutura a-hélice; (2) p-Defensina humana, peptideo
com estrutura folha- estabilizada por pontes dissulfeto; (3) Indolicidina, peptideo de
estrutura estendida; (4) Bactenecina, peptideo com pontes dissulfeto formando
estruturas em loop (Hancock and Sahl, 2006).

Por possuirem caracteristicas especiais como: (i) habilidade de eliminar
rapidamente células-alvo, (i) tamanho reduzido, (iii) serem catibnicos e
anfifilicos, (iv) amplo espectro de atividade microbiana, (v) uma relativa
dificuldade em dar origem a mutantes resistentes, além de demonstrar
atividade contra alguns dos patdgenos mais resistentes aos antibidticos
convencionais, estas moléculas tém sido propostas como fortes candidatos
para o desenvolvimento de uma nova classe de antibiéticos (Korting et al.,
2012).

Entretanto, algumas caracteristicas presentes em alguns PAMs podem
limitar a sua acdo. Entre elas podemos citar: (i) a toxicidade para células
humanas, (ii) instabilidade, (iii) alto custo de producéo e (IV) mecanismo de
acdo nao completamente compreendido. Além do mais, mesmo que 0s

peptideos apresentem uma alta atividade in vitro, ndo obrigatoriamente
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apresentam também uma alta atividade in vivo (Marr et al., 2006). Muitos
desses peptideos podem ser antagonizados por cations monovalentes e
divalentes, polimeros polianidnicos como glicosaminoglicanos e mucinas e,
além disso, alguns peptideos podem ser suscetiveis a proteases,
comprometendo assim a sua atividade (Hancock and Sahl, 2006). Uma
alternativa tem sido sugerida como solucao, a sintese de peptideos contendo
D-aminoacidos, pois alguns dos peptideos que possuem essa estrutura ndo
sdo degradados pelas enzimas plasmaticas, mantém a atividade
antimicrobiana e, muitas vezes, apresentam reducdo na atividade hemolitica
(Mangoni, 2006).

Recentes avancos que visam minimizar as limitacdes dos PAMs ja tém
sido incorporados em muitos estudos. Tais métodos inclui um melhoramento
na producdo de peptideos através da sintese de alto rendimento, que envolve
arranjos de peptideos em celulose e tecnologias de rapida triagem (Hilpert et
al., 2005). Isso tem permitido a geracéo de bibliotecas que arquivam centenas
de peptideos. O resultado desses avan¢os tem implicado na reducdo do
tamanho de PAMs e consequentemente na reducdo dos custos de producéo
(Hilpert et al., 2005). Nesses estudos, PDHs tém sido utilizados como modelos,
devido a diversificada atividade antimicrobiana e imunomodulatoria. I1sso tem
permitido o desenvolvimento de pequenos peptideos antibidticos efetivos
contra um amplo espectro de bactérias altamente resistentes a antibioticos
(Cherkasov et al., 2009), e também de peptideos antimicrobianos sintéticos
com atividade regulatédria da defesa inata, mais conhecidos como IDRs (Innate

Defense Regulatory Peptides) (Wieczorek et al., 2010).

Os mecanismos de agdo dos PAMs estéo intimamente relacionados com
a alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica dos microrganismos.
Esta habilidade, por sua vez, esta relacionada com diversas caracteristicas
dessas moléculas, como por exemplo, as propriedades bioquimicas e
conformacao tridimensional. Antes mesmo que os peptideos estejam inseridos
na membrana plasmatica das bactérias, acontece a primeira atracdo
eletrostatica entre a carga positiva dos PAMs e a carga negativa presentes no
envoltério externo das bactérias (Ahmad et al., 2013). ApoOs a primeira atragao

eletrostatica, os peptideos precisam atravessar a capsula polissacaridea, para
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s6 entdo terem acesso a membrana plasmatica das bactérias (Ausbacher et al.,
2012). A figura 4 ilustra resumidamente os modelos propostos para oS
mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos. Podemos citar o modelo

barril; poro toroidal, e formacédo de carpete como os mais conhecidos e aceitos

atualmente.
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Figura 4: Modo de interacdo das PAMs com as membranas celulares. Modificado de
(Nguyen et al., 2011).

No modelo barril (Figura 4), os peptideos em hélice formam um feixe na
membrana com um lumen central, semelhante a um barril, onde o nucleo da
bicamada lipidica da membrana se alinha com as regides hidrofébicas dos
peptideos, ao passo que a face hidrofilica do peptideo forma a porcéo interna
de um poro aquoso (Jang et al., 2012). A medida que mais mondémeros sio
recrutados, o didmetro do poro transmembrana aumenta e consequentemente
a insercdo dos peptideos é facilitada. O resultado para a célula bacteriana é
gue ocorre o extravasamento do conteudo interno, levando a bactéria a morte
(Hancock, 1999). Um exemplo bem ilustrado desse modelo de insercao foi
apresentado no estudo realizado com a alameticina, um peptideo produzido por
cepas de Trichoderma, onde se pdde observar que o peptideo ligou-se a
membrana, posteriormente formaram-se agregados que se inseriram na

bicamada lipidica. O que diferencia esse modelo de formacdo de poro dos
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demais, é que nele os peptideos helicoidais revestem completamente a
superficie interna do poro, com suas por¢cbes hidrofébicas interagindo
livremente entre si e suas por¢des hidrofilicas voltadas para o interior do canal
(Brogden and Brogden, 2011).

No modelo formacdo de carpete (Figura 4), os peptideos sdo atraidos
eletrostaticamente pela superficie da bicamada lipidica, de tal forma que sua
parte hidrofilica fica ligada as cabecas anibnicas dos grupos fosfolipidicos da
membrana bacteriana, os peptideos entdo se acumulam nessa superficie,
orientando-se paralelamente na membrana, formando uma espécie de tapete
(Paulsen et al., 2013). Dessa forma, os peptideos causam uma perturbacéao na
bicamada, quebrando a integridade de sua estrutura através da formacédo de
micelas, culminando na desagregacdo da membrana (Brogden and Brogden,
2011; Yeaman and Yount, 2003).

O modelo do poro toroidal (Figura 4) foi proposto pela primeira vez para
0 peptideo magainina encontrado na espécie de rd Xenopus laevis (Elgar,
2006). Outros peptideos nos quais esse modelo pode ser aplicado sdo
protegrina, LL-37 e MSI-78 (Brogden and Brogden, 2011). Nesse modelo, os
peptideos em o-hélice se orientam paralelamente & membrana e, apos
atingirem uma determinada concentracdo, inserem-se perpendicularmente na
bicamada lipidica, induzindo as bicamadas lipidicas a se dobrarem
continuamente através dos poros, de modo que o0 nucleo aquoso fica
preenchido pelos peptideos e pelas cabecas anionicas dos fosfolipidios (Lorin
et al., 2012). Quando este modelo é comparado com o modelo barril, diferem-
se no que diz respeito aos peptideos, que nesse caso, estdo continuamente
associados as cabecas dos fosfolipidios e nunca com a regido das cadeias
aciclicas (Ausbacher et al., 2012). Nao ha quebra de ligacédo entre o monémero
do peptideo e o lipidio durante a reorganiza¢do da camada lipidica, sendo que,
no final deste processo, ocorre a formacado de um poro aquoso de curta meia-
vida, cuja parede é constituida por monémeros do peptideo, intercalados com
lipidios da membrana biolégica (Okorochenkov et al., 2012). Semelhantemente
ao modelo Barril, os peptideos inserem-se perpendicularmente a membrana
para formar um poro, enquanto as regides hidrofilicas dos peptideos mantém

contato com grupos lipidicos, e as regides hidrofébicas dos peptideos ficam
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associadas com a porcéo hidrofobica dos lipidios da membrana (Gee et al.,
2013).Além dos mecanismos pelos quais os peptideos antimicrobianos
exercem seus efeitos via membrana, ha também aqueles onde seu efeito
provém da inibicdo da sintese de DNA, bloqueio da sintese de RNA, inibicdo de

funcdes ribossémicas e sintese de proteinas (Ahmad et al., 2013).

Na medicina, observa-se uma ampla gama de utilizacdes clinicas para
os diversos PAMs descritos em literatura, como por exemplo, seu uso no
tratamento de céncer oral (McCormick and Weinberg, 2010) e ulceracao
gastrica (Patel et al., 2013). Em alguns casos como dos peptideos KLAL, MK5E
(peptideo derivado de Magainina), Magainina | e os peptideos Tet (Tet-20, Tet-
26, Tet-213 e 1010) podem ser acoplados a resinas ou escovas tornando essas
superficies antimicrobianas (Brogden and Brogden, 2011). H&4 também estudos
envolvendo o uso destas moléculas para prevenir a formacéo de superficies de
biofilme contra agentes que causam doencas da cavidade oral, (Yoshinari et
al., 2006), doencas oftalmicas (Gordon et al; 2005) e sepse (Augustyniak et al.,
2012; de Tejada et al., 2012; Robinson et al., 2011; Thacker et al., 2012).

Assim, mediante a crise evidente dos antibiéticos comerciais frente ao
aumento crescente e disseminacao de bactérias multirresistentes, os peptideos
antimicrobianos se apresentam como uma opc¢ao Vviavel para o0
desenvolvimento de farmacos que trazem mecanismos de acao diferentes dos

atualmente disponiveis na industria farmacéutica.

1.6 Determinantes Estruturais Para a Atividade Biol6gica dos PAMs e
Desenho Racional de Peptideos

Um dos principais alvos de peptideos antimicrobianos parece ser a
membrana fosfolipidica. Diversos estudos realizados através das técnicas de
microscopia eletrénica e microscopia de forca atbmica demonstraram o efeito
de lise desses peptideos em membranas parasitarias, devido provavelmente a
alteracdo nas propriedades fisico-quimicas das membranas e consequente

desbalan¢o osmdtico celular (Morton et al., 2007).

Ao que parece, o motivo central pelo qual os peptideos antimicrobianos,
até entdo caracterizados, conseguem diferenciar células eucariéticas de células

procarioticas é o fato de que a membrana plasmatica dos microrganismos
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difere da membrana eucariotica na composicao de fosfolipidios, bem como de
outros componentes como esteroides, porém essas caracteristicas estdo
condicionadas também a concentracdo, condicdo e caracteristicas do proprio
peptideo. A composicdo da membrana esta diretamente relacionada com o
modo como esses peptideos interagem com a mesma, sendo que este parece
ser o ponto principal da seletividade de antimicrobianos (Yeaman and Yount,
2003).

O modo de acdo do PAM’s em membranas pode ser ditado por suas
propriedades fisico-quimicas, principalmente por sua natureza catidnica e
anfipatica, bem como pelas caracteristicas intrinsecas dos patdégenos e
dependem de alteracdes hidrofdbicas e eletrostaticas que levam a formacéo de
poros na membrana bacteriana. Varios pesquisadores tem se empenhado em
desvendar a relacéo estrutura-funcéo dos peptideos antimicrobianos através da
modulacdo de seus parametros estruturais, porém a modificacdo de um
parametro com frequéncia leva a alteracdo compensatéria em outros, o que
torna dificil avaliar a influéncia especifica de cada determinante estrutural (Kim
and Cha, 2010).

Desta maneira, caracteristicas como conformagéo, carga, momento
hidrofébico, indice de agregacdo, geometria, angulo polar, flexibilidade
estrutural, anfipaticidade, cationicidade, entre outros, sdo caracteristicas
compartilhadas entre muitos peptideos antimicrobianos (Figura 5). Neste
contexto, € valido destacar conceitos atuais relativos a base molecular dos
mecanismos de acdo dos peptideos com atividade antimicrobiana (Liu et al.,
2013a).

Conformacgéo

Momento
Hidrofébico

Flexibilidade
Estrutural

indice de

agregagao
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Figura 5. Interrelacdo entre determinantes estruturais em PAM’'s. A atividade e a
seletividade de peptideos em membranas fosfolipidicas se originam de varios
parametros fisico-quimicos interdependentes como carga (cationicidade), conformacéao
(a—hélice), anfipaticidade e hidrofobicidade.

A maior parte dos PAM’s descritos até entdo, apresentam uma carga
liquida positiva, que varia de +2 a +6, podendo conter um dominio catiénico
altamente definido (Conlon, 2011; Hancock and Sahl, 2006; Pukala et al.,
2006). O dominio catibnico bem definido se deve a alta porcentagem de
aminoacidos basicos como Arginina, Lisina e Histidina. Esta cationicidade é
uma das caracteristicas que garante aos PAM’s seletividade em relagdo aos
tecidos do hospedeiro, ja que gera uma atracao eletrostatica do PAM pela
membrana fosfolipidica carregada negativamente das bactérias e outros

microrganismos (Yeaman and Yount, 2003).

A carga positiva global faz com que esses peptideos se acumulem na
superficie polianiénica da célula microbiana, que contém polimeros acidos tais
como lipopolissacarideos (LPS), e &cido teicoicos e teicurdnicos associados a
parede das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente.
(Hancock and Sahl, 2006). Posteriormente, estes peptideos entram em contato
com a superficie anibnica da membrana citoplasmética, e se inserem de forma
tal que se posicionam entre a cabeca hidrofilica e a cadeia lipidica interna da
membrana fosfolipidica. Apdés a insercdo na membrana, os peptideos
antimicrobianos agem rompendo a integridade fisica da bicamada, através do
desbaste da membrana, formacdo de poros, ou qualquer perturbacdo da
funcdo de barreira, ou mesmo se translocar através da membrana e atuar

internamente (Conlon, 2011).

E valido notar que a capacidade antimicrobiana catiénica de alguns
peptideos pode ser antagonizada pela extensa variedade de cétions divalentes
como Mg* e Ca?" (em concentracdes fisiolégicas de 1-2 mM), cations
monovalentes como Na® e K' (100 mM), e polidnions como o0s
glicosaminoglicanos (heparina e outros) (Hancock and Sahl, 2006). Contudo,
0s peptideos catibnicos apresentam afinidade até trés vezes maior pelos LPSs

das membranas bacterianas quando comparados aos LPSs dos cations
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divalentes, consequentemente tais ions sdo desalojados competitivamente
pelos PAM’'s que oportunamente podem desorganizar a membrana externa
(Hancock, 1999). Com base nessas informacgfes pode-se concluir que ha uma
forte correlacdo entre a carga liquida positiva dos peptideos e a sua
capacidade antimicrobiana, o que corrobora com o estudo realizado por Zhao e
colaboradores (2001) que demonstrou essa correlagdo com o0s peptideos

magainina 2 e Indolicidina.

Estudos realizados por Yin e colaboradores (2012) demonstraram que o
aumento da hidrofobicidade pode levar a um aumento no potencial de
associacdo do peptideo com a superficie da membrana do microrganismo,
levando consequentemente a um aumento na sua capacidade antimicrobiana,
e manteve estavel a capacidade hemolitica dos peptideos. Neste estudo quatro
diferentes peptideos antimicrobianos cationicos (CAPS), foram testados quanto
ao aumento da distribuicdo de carga positiva, seis residuos de Lisina foram
adicionados a porcdo N-terminal versus trés residuos que existiam
anteriormente. O resultado demonstrou que os peptideos modificados foram
capazes de aumentar significativamente a sua capacidade antimicrobiana,
enquanto permaneceram inertes frente as células de mamiferos (Yin et al.,
2012).

Estudos analogos realizados com o peptideo magainina 2, mostraram
que o aumento na carga positiva de +3 até +5 levaram a aumento na
capacidade antimicrobiana com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
porém quando se aumentou além de +5 na carga positiva, houve um
decréscimo na atividade antimicrobiana e também aumento na hemdlise contra
células de mamiferos (Dathe et al., 2001). Entretanto, esta relacdo relativa ao
aumento da carga positiva versus aumento da capacidade antimicrobiana, nem
sempre € constante, pois existem exemplos de relacbes indiretas ou
inversamente proporcionais entre essas variaveis, onde um aumento na
cationicidade do peptideo gera um analogo com diminuicéo e até mesmo perda
da atividade antimicrobiana (Conlon, 2011). A hipétese € que a cationicidade
excessiva pode resultar em uma repulsdo entre as moléculas presentes nos
poros da membrana, gerando consequentemente uma baixa na atividade

antimicrobiana (Conlon et al., 2007), outra hipétese é que o aumento da carga
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positiva resulte em uma ligacéo téao forte do peptideo com as cabecas polares
dos fosfolipidios que evitem a translocacdo do peptideo para o interior da
célula. H& ainda bactérias com resisténcia intrinseca a determinados peptideos
antimicrobianos, e que podem ser resistentes a peptideos catiénicos devido a

uma membrana externa nao reativa (Hancock and Sahl, 2006).

De acordo com Yeaman e Yount (2003) existem duas caracteristicas
gue permeiam a classificacdo de PAMSs: a anfipaticidade e o angulo polar. O
que diz respeito & capacidade anfipatica de um peptideo interagir com uma
membrana alvo, a extensdo da helicidade influencia a atividade do peptideo
contra membranas carregadas negativamente, isso pode acarretar um efeito
ainda mais pronunciado na atividade hemolitica dos peptideos contra
membranas zwitteribnicas ou neutras, ja o angulo polar, que nada mais € que
uma medida da proporcéo relativa de facetas polares em relacdo as ndao-
polares, pode influenciar a capacidade do peptideo em permeabilizar
membranas, bem como uma maior estabilidade e meia-vida dos poros
(Uematsu and Matsuzaki, 2000).

Outro critério de agrupamento e classificagdo dos PAM’s sdao os
elementos de sua estrutura secundaria, presentes em suas cadeias
polipeptidicas (Salwiczek et al., 2013; Yeaman and Yount, 2003), as duas
maiores classes de peptideos antimicrobianos catidnicos sdo os a—helicoidais e
os de folha-p pregueada (Gaspar et al., 2013; Hancock, 1997). A classe de
folha-B consiste em peptideos ciclicos restritos a esta conformacao por pontes
dissulfeto, por exemplo, defensinas (Kagan et al., 1994) e protegrinas
(Steinberg, 1997), ou por uma ligacdo covalente entre o N-terminal ao C-
terminal, por exemplo, gramicidina S (Solanas et al., 2010) e tirocidinas
(Marahiel, 1997). Diferentemente dos peptideos em folha-B, os peptideos
o—helicoidais s&o lineares e existem principalmente como estrutura
desordenada em meio aquoso, e uma vez que interagem com membranas
hidrofébicas se tornam hélices anfipaticas, por exemplo, cecropinas
(Christensen, 1988), magaininas (Zasloff, 1987) e melitinas (Veen, 1995). A
partir de diversos estudos relacionando estrutura peptidica com sua atividade

antimicrobiana, tanto em peptideos sintéticos como naturais, é possivel hoje
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apontar diversos fatores que se acredita ser importante para a atividade
antimicrobiana, incluindo a presenca de residuos de aminodcidos béasicos e
hidrofébicos e a estrutura secundaria pré-formada em a-hélice ou folha-

B (Chen et al., 2005).

A estrutura secundaria linear de PAMs anfipéticos e catidnicos influencia
na habilidade do peptideo de se associar e de se inserir ha membrana
plasmética. Essas propriedades contribuem tanto para a atividade
antimicrobiana quanto para o nivel de citotoxicidade do peptideo em interacdo
com as células do hospedeiro. Muitos PAMs o—helicoidais permitem incorporar
em suas estruturas, residuos de Glicina e Prolina, o que pode permitir que
secbes helicoidais pudessem ser interrompidas, conferindo flexibilidade
conformacional ao peptideo (Vermeer et al., 2012). Contudo, a depender da
forma como a prolina € inserida no PAM, ela pode reduzir a capacidade desse
peptideo em permeabilizar a membrana citoplasmética da bactéria e
consequentemente reduzir sua atividade antimicrobiana (Andreu et al., 1985;
Gazit et al., 1995; Zhang et al., 1999). Similarmente, substituindo alguns
residuos por glicina, na estrutura primaria de magainina, observou-se uma alta
consideravel em sua atividade antimicrobiana, porém um pequeno aumento na

atividade citolitica também foi observado (Chen et al., 1988).

Em contraste, outros estudos que incorporaram L- ou D-prolina tanto na
face hidrofébica quando hidrofilica de um peptideo alpha-helicoidal anfipatico,
KLW, com citotoxicidade n&o seletiva, demonstrou que essa incorporacédo pode
levar a um aumento ou a manutencéo da atividade antimicrobiana, enquanto
reduz consideravelmente a capacidade citolitica do peptideo em células
eucaridticas (Song et al., 2004; Yang et al., 2006). Estes resultados assinalam
a habilidade de determinados peptideos que contém prolina, associarem-se e
interagirem seletivamente com lipidios aniénicos como o0s encontrados em
membranas de bactérias, e diferentes daqueles encontrados em eritrocitos
(Vermeer et al., 2012).

A quantidade de residuos hidrofobicos presentes nos peptideos define o
seu percentual de hidrofobicidade, que para a maioria dos PAMs é de

aproximadamente 50%. Esta caracteristica permite uma melhor interacdo com
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a membrana lipidica dos microrganismos, muito embora um alto nivel de
hidrofobicidade possa provocar no peptideo uma menor seletividade frente as
células dos microrganismos, e consequentemente um efeito aumentado de

toxicidade para células de mamiferos (Yeaman and Yount, 2003).

Um trabalho interessante que mostra essa correlacdo entre
hidrofobicidade versus interagdo com membranas € o de Shental-Bechor e
colaboradores (2012). Estes autores demonstraram que anélogos de
magainina que tiveram um aumento no percentual hidrofobico, conservaram a
atividade antimicrobiana, mas tiveram a sua especificidade de interacdo com

membranas procarioticas diminuidas.

As proteinas constituintes de membranas integrais sdo organizadas de
maneira que se pode observar uma separacdo das regides que abrangem a
parte hidrofobica e a flanqueadora hidrofilica da mesma (Kelly et al., 2009).
Apesar da quantidade de informagBes estruturais sobre proteinas
transmembrana permanecer escassa, existe hoje métodos que auxiliam na
determinacdo de sua estrutura em alta resolu¢cdo, como, por exemplo, a
cristalografia e a mesofase lipidica (Caffrey et al., 2012), porém analises menos
complexas sao feitas rotineiramente, como por exemplo, a analise de
sequéncias de DNA, e a partir da sequéncia primaria € possivel retirar
informacBes importantes sobre a hidrofobicidade e previsdo algoritmica
estrutural de dominios alpha-helicoidais transmembrana (Bechinger, 2001), a
confiabilidade desses resultados depende em grande medida da qualidade da
base de dados subjacente que atribui valores de hidrofobicidade para
aminoéacidos individualmente, e muitas das escalas utilizadas para medir a
hidrofobicidade de aminoacidos, levam em consideracao estudos de residuos
individualmente, ou pequenos polipeptideos dissolvidos em meio isotrépico, o
que dificulta a previsdo de uma hidrofobicidade real onde os aminoacidos estao
em cadeias polipeptidicas e dissolvidas em meios aquosos variados (Lomize et
al., 2011).

Na maior parte das escalas de hidrofobicidade estabelecidas, o
aminoacido alanina é considerado moderadamente apolar (Engelman et al.,
1986; Kyte and Doolittle, 1982; von Heijne, 1981), porém estudos mais
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recentes confirmam que peptideos polialaninicos excedem a hidrofobicidade
necessaria para se inserir em membranas fosfolipidicas, ainda que a alanina
mostre uma alta propenséo para conformacdo em o—hélice em ambientes néo
polares (Liu and Deber, 1998; Oma et al., 2007; Tavanez et al., 2009; Wang
and Monteiro, 2007). Neste contexto, os peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9
ganham uma vantagem estrutural frente a outros peptideos que ndo possuem o
mesmo numero de alaninas devido ao fato de possuirem uma hidrofobicidade

elevada.

1.7 A Histéria dos Peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9
Como observado em muitos estudos (Dzeja and Terzic, 2009; Hardie,

2011; Srivastava et al., 2012; Wang et al., 2012; Zhang et al., 2013), peptideos
sintéticos baseados em peptideos naturais, apresentam grande potencial para
o tratamento de diversos tipos de infeccdes bacterianas. O desenho racional de
pequenos peptideos com cerca de 10 residuos de aminoacidos associados as
novas tecnologias de produgdo, como a nhanotecnologia que amplia a
efetividade e estabilidade do PAM (Brown et al., 2012; Ngwuluka et al., 2011;
Shu et al., 2011), ou o0 uso de peptideos combinados com antibidticos ou com
outros peptideos (Zhou and Peng, 2013), minimiza a quantidade para combater
uma infecgdo, diminuindo assim os efeitos colaterais, tem possibilitado a
reducdo dos custos de producdo dos mesmos e, sobretudo possibilitando um
controle mais efetivo de infec¢des bacterianas.

Uma grande quantidade de peptideos pode ser obtida utilizando
métodos de extracdo purificacdo e isolamento de fontes naturais, ou isolamento
por clonagem utilizando regi6es conservadas dos genes, assim como a
prospeccdo de alto desempenho (Dzeja and Terzic, 2009; Hardie, 2011;
Srivastava et al., 2012; Wang et al., 2012; Zhang et al., 2013) conhecida como
High-throughput screening (HTS). Esta € uma estratégia moderna que vem
sendo amplamente utilizada para a identificacdo de novos compostos com
atividade biologica. Entretanto apesar dos avancos nas técnicas de automacao
para HTS, essa € uma técnica de dificil execucdo e onerosa (CONGREVE,
MURRAY E BLUNDELL, 2005 (LIU, LI E HU, 2004).
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Alternativamente, vem sendo usada técnicas in silico como o desenho
de farmacos baseado em estruturas pré-existentes. Esta abordagem vem
possibilitando, por exemplo, identificar e selecionar, marcadores moleculares
relevantes, estudar a base molecular de interacdes proteina-ligante e
caracterizar sitios de ligacdo (ANDERSON, 2003).  Neste contexto, Migliolo e
colaboradores (2012) realizaram o desenho racional de peptideos
multifuncionais baseados em peptideos anticongelantes isolados do peixe polar
Pleuronectes americanus. Como resultado, dez peptideos ricos em alaninas
foram sintetizados: Pa-MAP, Pa-MAP 1.2, Pa-MAP 1.3, Pa-MAP 1.4, Pa-MAP
1.5, Pa-MAP 1.6, Pa-MAP 1.7, Pa-MAP 1.8, Pa-MAP 1.9 e Pa- MAP 2.0
(Tabela 1).

Tabela 1: Sequencias de aminoacidos, CIM e massas moleculares dos peptideos de primeira e
segunda geracgédo derivados de Pleuronectes americanus (Modificado de Migliolo et al.; 2012).

PEPTIDEOS SEQUENCIA DE AMINOACIDOS CIM (uM) Massa Molecular
E. coli (Da)
Pa-MAP HTASDAAAAAALTAANAAAAAAASMA 30 2212,10
Pa-MAP 1.2 AATAATAAAAAAATAVTAAKAAALTAANA >107 2398,30
Pa-MAP 1.3 KAAAAAALTKAAAAAALTKAAAAAALT -- 2323,40
Pa-MAP 1.4 KAAAAAAKTKAAAAAAKTKAAAAAAKT -- 2368,40
Pa-MAP 1.5 LKAAAAAAKLAAKAAKAALKAAAAAAKL 3,2 2517,60
Pa-MAP 1.6 KTAATLADTLADTAATLAKAAAA >120 2130,20
Pa-MAP 1.7 LKAALTAAKTALTAALTALKAALTAAKT >96 2667,65
Pa-MAP 1.8 LAAALTAKATALTAKLTALAAALTAKAT >908 2610,60
Pa-MAP 1.9  LAAKLTKAATKLTAALTKLAAALTAAAT 6,0 2667,65
Pa-MAP 2.0  TKAAAAAAKTAAKAAKAATKAAAAAAKT - 2469,46

Dentre os peptideos apresentados na Tabela 1 pode-se observar em
negrito os peptideos Pa-MAP 15 e Pa-MAP 1.9. Estes peptideos se
destacaram por apresentarem valores menores de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIMs) de 3,2 e 6uM, frente a E. coli, respectivamente, quando
comparados com os outros peptideos derivados da mesma sequencia (Tabela
1). Estes valores de atividade antimicrobiana também s&o menores quando
comparados com outros peptideos antimicrobianos isolados de peixes como,
por exemplo, a pardaxina, que apresenta um CIM de 40 uM contra E. coli. Além
disso, todos os peptideos de segunda geracdo, ou seja, aqueles que foram
sintetizados a partir da mesma sequencia original por meio da técnica de fase
sélida através da estratégia quimica Fmoc (Pa-MAP 1.5, Pa-MAP 1.6, Pa-MAP
1.7, Pa-MAP 1.8, Pa-MAP 1.9, Pa-MAP 2.0) mantiveram a auséncia de
toxicidade quando em contato com hemacias.

Levando em consideracdo as caracteristicas ja descritas para o0s
peptideos antimicrobianos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9, como a habilidade de
eliminar a bactéria Gram-negativa E. coli com baixa concentracdo, a baixa

citotoxicidade frente as células de mamiferos (Migliolo et al., 2012), estes
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peptideos se mostraram potenciais candidatos para estudos de caracterizacao
estrutural e funcional e podem ser considerados candidatos promissores no
desenvolvimento de farmacos antimicrobianos. Nesse contexto, foram
escolhidos como objetos desse estudo para serem testados individualmente e
em combinacdo, objetivando determinar se ha um aumento na atividade

antimicrobiana.
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2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia de patdégenos a antimicrobianos é o maior problema clinico
mundial de interesse na saude publica. Varios microrganismos multirresistentes
vém surgindo atualmente e, em sua grande parte, envolvidos em infeccdes
hospitalares (Ball et al., 2013). A presenca destes patégenos aumenta, ndo
somente a mortalidade, mas também o custo do tratamento, a expansao da
doenca e a duracdo da mesma (Fernandez et al., 2014). Dentre os
microrganismos com resisténcia aos antibiéticos classicos potentes, podem-se
citar as cepas de MRSA e VRE e cepas resistentes a multiplos farmacos como
a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). Diversas estratégias vém
emergindo com o0 objetivo de auxiliar na solucdo dessa situacao critica. Dentre
as solucbes correntes, encontram-se 0 uso moderado dos antimicrobianos, e a
descoberta de antimicrobianos alternativos. Neste contexto, o0s peptideos
antimicrobianos os quais podem utilizados em combinagdo ou ndo com outros
farmacos sao candidatos promissores no desenvolvimento de uma nova classe
de antimicrobianos, tanto pelo fato de apresentarem caracteristicas como a
habilidade de eliminar células-alvo rapidamente e seletivamente, quanto pelo
fato de apresentarem atividade contra patégenos humanos multirresistentes

aos farmacos comerciais.
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antimicrobiana bem como o nivel de citotoxicidade

dos peptideos sintéticos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9, isolados e em combinacéo

utilizando ensaios in vitro e in vivo.

3.1 Objetivos Especificos

Avaliar a pureza e quantificar os peptideos sintéticos.

Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) de modo isolado e
combinado, dos peptideos sintéticos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9, contra
a bactéria patogénica Klebisiella pneumoniae ATCC13883;

Determinar a acdo combinada dos dois peptideos através da técnica de

microdiluicdo conhecida como “tabuleiro de xadrez”;

Determinar a atividade citotdéxica dos peptideos analogos contra células
RAW 264.7;

Determinar a acdo antimicrobiana, isolada e combinada, dos peptideos

em modelos animais de infec¢ao;

Realizar a predicdo da estrutura secundaria dos peptideos Pa-MAP 1.5 e

Pa-MAP 1.9 em combinacéo, por meio de modelagem molecular;
Validar a estrutura do modelo de menor energia livre;

Realizar estudos de interacdo peptideos combinados-membrana in silico

com modelo de membrana similar a de bactérias Gram-negativas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Bactéria
Para os ensaios antibacterianos in vitro e in vivo, foi utilizada a bactéria

K. pneumoniae ATCC 13883 proveniente da colecdo da Universidade Catdlica
de Brasilia (UCB)

4.2 Compostos Antimicrobianos
Cloranfenicol foi obtido comercialmente (Sigma Aldrich). Os peptideos

Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 foram sintetizados e liofilizados pela Peptide 2.0
Inc.(EUA). A sintese foi realizada em fase solida a partir da metodologia Fmoc.
Os mesmos foram purificados por HPLC em coluna analitica C18 a 95 % de
pureza e confirmados por espectrometria de massa MALDI-ToF MS/MS (matrix

assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry)

4.3 Analises de Massa Molecular
A massa molecular dos peptideos foi verificada por MALDI-ToF MS/MS,

analisada no UltraFlex Ill, Bruker Daltonics, Billerica, MA. Para analise das
massas, uma aliquota dos peptideos sintéticos foram dissolvidos em 2ul de
agua bidestilada e misturados com uma solugédo de acido 50mM de a-ciano-4-
hidroxicinamico (H20:ACN:TFA/ 50:50:0.3, v:v:v) em uma razao de (1:3, viv) e
depositados sob uma placa de MALDI e mantidos a temperatura ambiente por
5 min. A massa monoisotépica foi obtida em modo refletido usando calibrante
externo Peptide Calibration Standard Il (massas com extenséo acima de 4000
Da, Bruker Daltonics, Billerica, MA).

4.4 Quantificacdo de Peptideos
Os peptideos foram quantificados pelo método de fluorimetria por

Qubit®, que permite a quantificacdo de moléculas biologicas utilizando
corantes fluorescentes. Estes corantes sdo especificos para cada tipo de
biomolécula, mesmo em baixas concentra¢gfes, conferindo a essa metodologia
uma alta especificidade e sensibilidade. Inicialmente foi preparada uma solucéo
de trabalho (working solution) utilizando com 200ul de tampéo e 1ul de corante.
Para calibracdo do aparelho foram preparadas duas amostras padrdao com
190ul de working solution e 10ul de padrdo negativo ou positivo. De cada
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amostra de peptideo, diluido em agua, foi utilizado 1ul, ao qual se adicionou
199ul de working solution. Todos os tubos foram homogeneizados em vortex e
incubados a temperatura ambiente (25°C) por 2 minutos. As amostras foram

ent&o lidas no Qubit® fluorémetro.

4.5 Determinacao da Concentracado Inibitéria Minima (CIM)
A concentragcdo inibitéria minima (CIM) foi determinada utilizando o

método de microdiluicio em caldo de acordo com M7-A6 do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2009) em microplaca de 96
pocos. Os peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 foram diluidos em
concentragbes que variaram de 2ug/ml a uma concentracdo de 512ug/ml
diluidos em &gua Milli-Q. Foi utilizado cloranfenicol na concentragdo de 200
png/ml como controle negativo, como controle positivo (C+) foi empregada agua
Milli-Q autoclavada. Em seguida 50uL de cada concentracdo dos peptideos
foram adicionados nos pocos da microplaca em triplicata e mantidos a
temperatura ambiente até a adicdo da suspensao bacteriana. A cultura estéril
de Muller-Hinton (5 mL) foi inoculada com uma colbnia isolada de K.
pneumoniae ATCC 13883 a partir de uma placa com meio agar de Muller-
Hinton, por 20h. As bactérias foram cultivadas até atingir a metade da fase
logaritmica, e em seguida, a suspenséo foi ajustada & concentracdo de 1x10°
UFC.mL™ (unidades formadoras de colénias por mililitros). Em seguida, 50pL
de suspensédo bacteriana foram adicionadas em cada poco da microplaca com
0os peptideos diluidos nas concentracdes citadas anteriormente. A
concentracdo final dos peptideos variou de 2-512ug/mL™, e a suspenséo
bacteriana final no ensaio foi de 1x10° UFC.mL™ . As microplacas foram
incubadas a 37°C sob agitacdo constante e a leitura da densidade 6ptica (D.O.
600 nm) foi realizada a cada 30 min no leitor de microplacas BioTek durante 12
horas.

4.6 Avaliacdo do Efeito Combinado dos Peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP
1.9

O efeito da combinacdo dos peptideos foi avaliado pelo método de
ensaio de microdiluicdo em tabuleiro de xadrez (PILLAI, 2005). Os peptideos
Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 foram avaliados combinados e testados em

diferentes concentracdes (Figura 6). O ensaio de susceptibilidade foi
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desenvolvido pelo método de microdiluicdo, de acordo com as recomendacdes
do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009). As diluices dos
peptideos utilizados nestes experimentos foram baseadas no CIM de cada
peptideo isoladamente. Inicialmente foram preparadas diluicdes dos peptideos
em concentracdes 4X maiores que a concentracdo desejada, uma vez que
ocorreu a diluicdo 1:4 das amostras testadas quando combinadas com o
in6culo bacteriano. Posteriormente, 25uL de cada concentragdo da série de
diluicdo de Pa-MAP 1.5 foram combinados com 25uL de cada concentragao de
uma série de diluicio de Pa-MAP 1.9. Em cada poco da microplaca foi
adicionado 50uL da suspensao bacteriana de K. pneumoniae ATCC 13883 com
aproximadamente 1x10° UFC.mL™. O crescimento bacteriano foi observado
apos incubacdo das microplacas a 37°C. por 18h de incubacéo, e o indice de

concentracéo inibitoria fracional (ICIF) foi calculado de acordo com a equacao

abaixo:
ICIF= MIC (1 em combinacdo com 2) + MIC (2 em combinacdo com 1)
MIC de 1 MIC de 2
O ICIF foi interpretado da seguinte forma:
¢ ICIF< 0,5: sinergismo;
e ICIF > 0.50 e < 1,0: Aditiva;
e ICIF >1,0 e £ 4: indiferente;
¢ |ICIF=4: antagonismo.
Pa-MAP 1.5
l lug 2ug dug 8ug 16ug 64pg |« Pa-MAP 1.9
512pg
64pg | 1pg/64ug | 2ug/64pg | 4pg/64ug | 8ug/64ug | 16ug/64pg
32pg | 1pg/32ug | 2ug/32pg | 4pg/32ug | 8ug/32ug | 16ug/32pg
16pg | 1ug/16pg | 2pg/16ug | 4ug/16pg | 8ug/16ug | 16pg/16ug
8ug | 1pg/8ug |2ug/8ug |4pg/8ug | 8ug/8ug | 16ug/8ug
4pg | lug/4pg |2ug/4ug |4ug/4pg |8ug/4dug | 16ug/4ug
2pg | 1pg/2ug |2pg/2pg |4ug/2ug |8ug/2ug | 16pg/2pg

Figura 6: Representacdo do ensaio para medir o efeito antimicrobiano dos peptideos
em combinagdo em diferentes concentracdes. A primeira concentracdo é referente ao
peptideo Pa-MAP 1.5 e a segunda concentracao se refere ao peptideo Pa-MAP 1.9.
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4.7. Preparacao do InGculo Bacteriano para ensaios in vivo
Colonias isoladas de K. pneumoniae ATCC 13883 foram cultivadas em

meio Mueller Hinton (MH) liquido, e incubadas a 37°C a 240 rpm por 18 horas.
Posteriormente, uma aliquota de 600uL da cultura bacteriana foi cultivada em
60mL de meio MH fresco e incubada a 37°C a uma agitacdo de 240 rpm até
que a cultura alcancasse a densidade oOptica de 0,6 unidades de absorbancia
(~2,5x10® UFC. mL™Y), correspondente & fase logaritmica. A cultura foi
centrifugada e o precipitado celular foi lavado uma vez em solugéao salina a
0,9%. Apds a lavagem, a massa celular foi ressuspendida em solugéo salina,
para obtencdo de um inéculo infectante correspondente a 1x 102 UFC. mL™ . O
namero de unidades formadoras de colbnias na suspensdo ajustada foi

confirmado por diluicdo e plaqueamento em meio MH sélido.

4.8. Avaliacdo da Viabilidade Celular
A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT estabelecido por

Mosman (1983). Em células metabolicamente viaveis, enzimas mitocondriais,
como a succinil-desidrogenas, reduzem o substrato MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltilazol-2-ii)-2,5-difenilttrazdlio), formando o formazan, um produto de cor
azulada. Dessa forma, a quantificacdo da producdo de formazan por células
submetidas a determinado tratamento esta correlacionada com sua viabilidade.
As células RAW foram cultivadas e tratadas com os peptideos Pa-MAP 1.5 na
concentracdo inibitéria minima de 512ug, Pa-MAP 1.9 na concentragdo
inibitéria minima de 64ug e a combinagdo desses peptideos na concentracédo
inibitéria minima sinérgica de 4ug de peptideo cada; foram incubadas em placa
de 96 pocos. Apos o periodo de incubacao de 24h e 72h, o meio de cultura das
placas foi removido e 150ul de solu¢do de uso de MTT (15ul de MTT 5mg/mL
diluidos em 135ul de DMEM completo) foram adicionados em cada pogo. As
células foram incubadas por pelo menos 3 horas em estufa a 37°C e 5% de
CO,. Em seguida, o meio de cultura foi removido e 100ul de DMSO foram
adicionados em cada poco para dissolver o formazan formado. A quantificacdo
do formazan foi feita pela medida da absorbéncia dos pogos no comprimento
de onda de 595nm, em espectofotbmetro conjugado a uma leitora de

microplacas BioTek. A viabilidade celular foi determinada pela média da
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triplicata de cada concentracao testada. A concentracao inibitoria minima (CIM)

representa a concentracdo em que a viabilidade celular foi reduzida em 100%.

4.9 Modelo Animal de Infeccéo
Os experimentos in vivoforam realizados com camundongos C57/BL6

com 6 a 10 semanas de idade. Os camundongos foram acondicionados e
manipulados de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sob regulamentacédo da Lei
Arouca, nimero 11.794, e do Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Catodlica de Brasilia (Brasilia/DF), registrado sob o protocolo
namero UCB/DOC 015/13, todos os esforcos foram feitos na tentativa de
minimizar o sofrimento animal. Os animais foram separados em grupos de seis
animais por gaiola e mantidos sob temperatura constante (22°C) com 12h
claro/escuro e alimentados com ad libitum e agua. 50uL da suspenséo
bacteriana (1x10° UFC por camundongo) foram administrados via
intraperitoneal.  Posteriormente os  camundongos foram  sedados
intraperitonealmente com ketamina (50mg.Kg™) e xilazina (10mg.Kg-') e entdo
os tratamentos foram administrados. O tratamento para o peptideo Pa-MAP 1.5
foi utilizado nas concentracdes de 36mg.Kg™, 18mg.Kg™t e 9mg.Kg™. Para o
peptideo Pa-MAP 1.9 as concentracdes escolhidas foram 4mg.Kg™, 2mg.Kg*e
1mg.Kg™’. Os peptideos foram diluidos em solucdo salina, 3 horas antes de
serem administrados nos camundongos. Tais tratamentos foram administrados
por via intravenosa 100uL/animal, em dose Unica ap6s 1h da inducdo de
pneumonia. Os camundongos foram eutanasiados apds 24h da realizacdo do

tratamento.

Os pulmdes inteiros foram coletados e homogeneizados em 1mL de
solucdo salina estéril a 0,9%. Um volume de 10uL dos homogenatos foi
depositado em meio Agar Muller-Hinton, ap6s a realizacdo de diluicdes
seriadas 1:10, para se estimar o nimero de UFC.g de tecido pulmonar™®. O
sangue foi coletado por puncdo cardiaca e depositado em tubos com EDTA
para evitar a coagulacao, posteriormente as diluicdes seriadas foram realizadas
em 1:10 e plaqueadas em meio Agar Muller-Hinton para se estimar o nimero

de UFC.mL™ de sangue.
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4.10 Modelagem Molecular
A metodologia de modelagem molecular foi realizada para os peptideos

sintéticos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 seguindo quatro etapas sucessivas: a
identificacdo da proteina-molde (template), o alinhamento entre as sequéncias,
a construcdo das coordenadas e a validacdo do modelo. O passo inicial na
modelagem comparativa foi identificar todas as proteinas relacionadas a
sequencia alvo, selecionando o molde com melhor identidade e score. O
programa BlastP (Altschul et al., 1997) foi utilizado na busca por estruturas
molde. Definido o molde, a etapa subsequente consistiu no alinhamento
multiplo entre as sequéncias do peptideo em estudo e o peptideo molde,
utilizando o programa Modeller 9v12 (Eswar et al., 2007). O método utilizado
para a constru¢cao do modelo tridimensional foi o de modelagem pela satisfacao
de restricbes espaciais. O programa Modeller 9v12 foi novamente utilizado,
desta vez para construcdo de 200 modelos tridimensionais para o peptideo em
estudo (Eswar et al., 2007). O programa PROCHECK foi utilizado na avaliacéo
dos parametros estereoquimicos (Laskowski et al., 1996), sob avaliacdo dos
comprimentos de ligacdo, os angulos planos, a planaridade dos anéis de
cadeias laterais, a quiralidade, as conformacOes das cadeias laterais, a
planaridade das ligacdes peptidicas, os angulos das tor¢cdes da cadeia principal
e das cadeias laterais, o impedimento estérico entre pares de atomos nao
ligados e a qualidade do Mapa de Ramachandran (Ramachandran and
Sasisekharan, 1968). Foi ainda utilizado o programa 3DSS para o calculo do
root main square deviation (RMSD) por meio da sobreposicado estrutural do
modelo construido com a estrutura molde (Sumathi et al., 2006). As estruturas
tridimensionais foram visualizadas e analisadas usando o programa PyMOL -
http://pymol.sourceforge.net/ (DeLano 2002).

4.11 Estudo das Interacdes Peptideo Membranas (Molecular Docking)
Para a realizacdo dos estudos das interagbes peptideo-peptideo e

peptideo-membrana foi utilizado o programa AUTODOCK 4.2. Para isso, 0s
modelos de membranas foram construidos utilizando-se o servidor CHARMM-
GUI, em uma propor¢cao de 9:1 de 1,2-bis(difenilfosfino)etiieno (DPPE) e
dipalmitoil-fosfatidilglicerol (DPPG) (Lohner et al., 2008). Com o auxilio da
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ferramenta AutoDock Tools, todos os atomos de hidrogénios foram adicionados
as estruturas e uma caixa tridimensional de dimensées 50 x 50 x 40 A® com
espacamento de 1 A foi centralizada na superficie da membrana. Para os
peptideos, a liberdade méaxima para cadeias laterais foi desbloqueada e
blogueada para a cadeia principal. Cinquenta corridas de acoplamento
molecular foram realizadas e as estruturas geradas foram ranqueadas de
acordo com seus valores de afinidades em kcal.mol™. O programa PyMOL foi
utilizado para elucidar as interacbes peptideo-peptideo e peptideo-membrana
respeitando a distancia de 3.6 A para todos os &atomos acoplados as

membranas.

4.12 Analise Estatistica dos Dados
Os dados apresentados foram expressos em média + erro padréo da

média (EPM). Os ensaios In vitro e In vivo foram realizados em triplicata e
repetidos em tempos diferentes. Os resultados foram analisados pelo programa
Graphpad Prism® (http://www.graphpad.com/). Para 0s ensaios que possuiram
trés ou mais grupos e uma Unica avaliagdo das amostras, as diferencas obtidas
entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA), seguindo-
se do teste de Bonferroni. Foram consideradas diferencas significativas com

valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Confirmacéo da Pureza dos Analogos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 por
Espectrometria de Massa

Os anélogos dos peptideos produzidos quimicamente depois de
purificados por RP-HPLC foram individualmente coletados, e ressuspendidos
em 0,1% (v/iv) de TFA em agua milli-Q. Uma aliquota de cada um dos
peptideos (1ul) foi aplicada em pocos de uma placa de aco inoxidavel junto a
1ul de matriz acido a-cyano-4-hydroxycinnamico e analisado em espectrometro
de massas do tipo MALDI-ToF/ToF cobrindo uma faixa de m/z de 500 a 4000
Da no modo refletor de ions positivo. Os peptideos Pa-MAP 1.5 (Figura 7) e
Pa-MAP 1.9 (Figura 8) tiveram suas massas moleculares determinadas
conferindo com a massa da sequéncia primaria, Pa-MAP 1.5:
LKAAAAAAKLAAKAALKAAAAAAKL, massa: 2519.1Da e Pa-MAP 1.9:
sequencia: LAAKLTKAATKLTAALTKLAAALTAAAT; massa: 2669.2 Da.
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Figura 7. Perfil de purificacdo acima de 95% do peptideo sintético Pa-MAP 1.5, com [M+H]+
igual a 2540 Da purificado por RP-HPLC em coluna de fase reversa C18. Pode-se observar a
presenca de aduto com o ion sédio. Espectros obtidos apds o plagueamento das amostras em
placa de aco inoxidavel junto a matriz de HCCA 20pug/uL. E possivel ver o peptideo Pa-MAP
1.5 puro e carregado com os fons Sédio e Potassio. Andlise realizada por espectrémetro de
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massa do tipo MALDI-TOF/TOF, tendo sido utilizada a solucdo Peptide Mix para a calibracéo,
sendo a faixa analisada de 500 a 4000 Da.
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Figura 8. Perfil de purificagdo acima de 95% do peptideo sintético Pa-MAP 1.9, com
[M+H]+ igual a 2668,67 Da purificado por RP-HPLC em coluna de fase reversa C18.
Pode-se observar a presenca de aduto com o ion sédio. Espectros obtidos apés o
plagueamento das amostras em placa de aco inoxidavel junto a matriz de HCCA
20ug/uL. Analise realizada por espectrdmetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF,
tendo sido utilizada a solucédo Peptide Mix para a calibragédo, sendo a faixa analisada
de 500 a 4000 Da.

5.2 Determinacdo da Concentracao e Calculo dos CIMs dos Peptideos Pa-
MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 Contra Klebsiella pneumoniae

Apés analise da pureza realizou-se a quantificacdo dos peptideos
atraves de técnica fluorimétrica (Qubit,Invitrogen). Posteriormente, a atividade
antibacteriana dos peptideos foi testada contra K. pneumoniae, buscando a
determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIMq0) para cada um dos

peptideos.
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Os resultados dos testes de sensibilidade evidenciaram um
comportamento diversificado do microrganismo frente aos dois peptideos
testados. A figura 9 representa a porcentagem de inibicdo sobre o crescimento
da bactéria Gram-negativa K. pneumoniae ATCC13883 diante dos peptideos
Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9, com concentracfes variando entre 512ug até 2ug.
O peptideo Pa-MAP 1.5 apresentou uma CIM de 512ug enquanto o peptideo
Pa-MAP 1.9 apresentou um CIM de 64ug. Esta diferenca de sensibilidade pode
estar relacionada as propriedades de cada um dos peptideos. Embora os dois
peptideos tenham apresentado inibicdo do crescimento bacteriano, destaca-se
um melhor desempenho do peptideo Pa-MAP 1.9 quando comparado ao seu
analogo Pa-MAP 1.5.
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Figura 9. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa K.
pneumoniae pelos peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9, utilizando concentragbes de
512 a 2ug, as doses foram transformadas em logaritmos (Log). Foi utilizado
cloranfenicol na concentragdo de 200 pg/ml como controle negativo, como controle
positivo (C+) foi empregada agua Milli-Q autoclavada. As barras representam o desvio
padréo.
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Figura 10: Cinética de crescimento da bactéria Gram-negativa K. pneumoniae pelo
peptideo Pa-MAP 1.5 ao longo de onze horas, utilizando concentragbes de 512 a
2ug.Foi utilizado cloranfenicol na concentragdo de 200 pg/ml como controle positivo
(C+), como controle negativo (C-) foi empregada agua Milli-Q autoclavada. As barras
representam o erro padrao.
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Figura 11: Cinética de crescimento da bactéria Gram-negativa K. pneumoniae pelo
peptideo Pa-MAP 1.9 ao longo de onze horas, utilizando concentragbes de 512 a
2ug.Foi utilizado cloranfenicol na concentragdo de 200 pug/ml como controle positivo
(C+), como controle negativo (C-) foi empregada agua Milli-Q autoclavada. As barras

representam o erro padrdo

5.3 Avaliagcédo do Efeito Antimicrobiano dos Peptideos Combinados
Foram realizadas 30 diferentes combinagbes e na tabela 2 é possivel
visualizar todas as concentragdes em que 0s peptideos foram testados.

Apenas 5 concentracbes testadas obtiveram indice de inibigdo menor que
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100% (ver tabela 2 em negrito). Mesmo nas concentracdes abaixo de 4ug/mL a
taxa de inibicdo foi de 50%. Para esse ensaio foram observados ap6s o tempo
de 6 horas de incubacéo a 37°C.

Os resultados obtidos quando os peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9
foram avaliados quanto a sua atividade antibacteriana em conjunto, revelam
que 0s mesmos possuem efeito sinérgico, mesmo quando utilizados em baixas

concentragoes.

Os peptideos testados isoladamente obtiveram CIM de 512ug/mL para
Pa-MAP 1.5 e 64ug/mL para Pa-MAP 1.9. Quando testados em combinacao
ambos os peptideos mostraram um CIM de 4ug/mL, quando calculado na
formula do ICIF obtiveram um valor menor que 0,5 demostrando, portanto, um
efeito sinérgico em todas as combinacfes testadas. As interacdes sinérgicas
que ndo apresentaram 100% de inibicdo, foram aquelas abaixo de 4pg/mL™
para ambos os peptideos.

Os valores da Concentracéo inibitéria fracionada (ICIF) encontrados nas
tabelas 2 e 3 foram calculados de acordo com a férmula, considerando um
valor de CIM de 64ug/mL para o peptideo Pa-MAP 1.9 e 512ug/mL para o
peptideo Pa-MAP 1.5.

O efeito inibitério observado quando os peptideos foram testados
separadamente foi notavelmente menor do que os resultados observados
quando atuam conjuntamente. De fato, apesar de o efeito do peptideo Pa-MAP
1.5 poder ser observado contra K. pneumoniae, a taxa de inibicao foi inferior do
gue o observado com o peptideo Pa-MAP 1.9, dado que foi necessaria uma
concentracdo oito vezes maior do primeiro peptideo para impedir 0 crescimento
das bactérias. Notavelmente quando colocados para atuar conjuntamente
demonstraram efeito inibitério de 50% até mesmo nas menores concentracées
testadas. Na tabela 3 é possivel visualizar um comparativo entre a CIM dos

peptideos sozinhos e em combinacéo.
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Tabela 2. Avaliagdo sinérgica da combinacédo entre Pa-MAP 1.5 e Pa-
MAP 1.9
Klebsiella pneumonia ATCC 13883

Concentracao ICIF Concentracdo ICIF Concentracao ICIF

pg/mL pg/mL pg/mL
. 1lug/64ug 0,1 2ug/apug 0,03 8ug/lé6ug 0,1
- 1ug/32ug 0,07 2pg/2pg 0,03 8ug/8ug 0,1
% 1lug/l6ug 0,04 A4ug/64ug 0,1 8ug/dug 0,1
= 1ug/8ug 0,03  4ug/32ug 0,1 8ug/2ug 0,1
D_“I:‘ lpg/aug 0,02  4ug/l6ug 0,09 16ug/64ug 0,3
re) lpg/2ug 0,1 4ug/8ug 0,07 16ug/32ug 0,3
Z 2ug/64ug 0,1 4ug/Aug 0,07 16ug/le6ug 0,2
< 2ug/32ug 0,09 4ug/2ug 0,06 16ug/8ug 0,2
Ec‘-:s 2ug/l6ug 0,06  8ug/64ug 0,2 l6pg/aug 0,2
o 2ug/8ug 0,04  8ug/32ug 0,1 16pg/2ug 0,2

Tabela 3: Comparacdao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos peptideos Pa-
MAP 1.5 com Pa-MAP 1.9 contra Klebsiella pneumoniae quando separados e
combinados.

Microrganismo Peptideo CIM (pg/mL) ICIF  Resultado

Sozinho Combinado

K. pneumoniae  Pa-MAP 1.5 512 4 0,07  Sinérgico

Pa-MAP 1.9 64 4 0,07

CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; ICIF: indice de Concentracio Inibitoria
Fracionada.

5.4 Avaliacédo da Viabilidade Celular (MTT)
A figura 12 mostra a avaliacdo da viabilidade dos peptideos Pa-MAP 1.5

e Pa-MAP 1.9, frente as células RAW 264.7. Quando analisadas as
concentracbes minimas inibitorias para cada peptideo, ou seja, 512ug para o
peptideo Pa-MAP 1.5 e 64ug para o peptideo Pa-MAP 1.9, aquele que se
mostrou téxico para as células foi o peptideo Pa-MAP 1.9 que apresentou,

apos de 24 h de incubacdo na camara de CO,, uma viabilidade de apenas 7%.
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O peptideo Pa-MAP 1.5 no mesmo tempo, ndo apresentou uma diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle, muito embora ap6s 72h o mesmo
peptideo apresentou uma viabilidade celular média de aproximadamente 58%.
A combinacédo sinérgica dos peptideos (COM) ndo demonstrou diferenca

significativa em relacéo ao controle no tempo de 24 horas, bem como no tempo
de 72 horas.
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1,519COM 1519COM 1,51,9COM
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' Antigeno K. pneumoniae

Células Raw 264.7

Figura 12. Porcentagem de células Raw 264.7 vidveis apds 24 horas (A) e 72 horas (B)
de incubacao na presenca de antigeno e de Interferon-y. Resultados expressos como média +

do percentual de células vidveis. As barras representam o erro padrdo. *p<0,05 diferenca
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significativa quando comparado ao grupo de células RAW 264.7 sem tratamento. (ANOVA,

seguida do teste de Bonferroni).

Quando cada peptideo foi avaliado na presenca das células estimuladas
com antigeno bacteriano de K. pneumoniae, apenas o grupo de combinacéo
sinérgica ndo demonstrou diferenca significativa em relacdo ao controle,
demonstrando um aumento de viabilidade em relagcdo ao grupo de células
RAW 264.7+antigeno em ambos os tempos analisados. Os mesmos grupos
guando estimulados com Interferon-gama (IFN-y) ndo demonstraram diferenca
significativa quando comparados ao tratamento apenas com antigeno

bacteriano.

5.5. Ensaio in vivo: Modelo Animal de Infecgcdo Pulmonar
Visando a observacdo da atividade antimicrobiana individual e

combinada dos peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 in vivo, o presente estudo
avaliou a atividade destes peptideos em modelos de infeccdo pulmonar
induzidos por via intraperitoneal. As dosagens de peptideo para o tratamento
dos camundongos foram escolhidas baseadas nas concentracdes inibitorias
minimas encontradas nos testes in vitro. Como no metabolismo do animal os
peptideos encontram varias barreiras ndo existentes quando se realiza 0s
testes em placa, foi decidido que usariamos uma dose acima do CIM, o valor
encontrado de CIM e um valor abaixo, de modo que as doses escolhidas para
Pa-MAP 1.5 foram de 1024pug (36mg.Kg?), 512ug (18mg.Kg') e 256ug
(9mg.Kg™); ja para o peptideo Pa-MAP 1.9 as doses utilizadas foram de 128ug
(4mg.Kg™), 64ug (2mg.Kg™) e 32pg (Img.Kg™). Como demonstrado na Figura
13, os dados obtidos demonstram que a carga bacteriana presente no sangue
coletado apds 24 horas do tratamento foi reduzida em 39% utilizando-se uma
dose Unica de 1024ug do peptideo Pa-MAP 1.5, j& no pulmdo essa carga
bacteriana decresce proporcionalmente ao aumento da concentracdo do
peptideo, sendo possivel observar 82% de inibicdo do crescimento bacteriano.

Ja em relacdo a Pa-MAP 1.9 (Figura 14), foi possivel observar que a
carga bacteriana presente tanto no sangue como no pulmao coletados apés 24
horas do tratamento a concentracdo do peptideo é reduzida de forma
proporcional, chegando a reduzir até 75% do crescimento bacteriano no
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sangue utilizando-se 4mg.Kg” do peptideo, e 85% da carga bacteriana
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Figura 13. Efeito antimicrobiano do peptideo Pa-MAP 1,5 em camundongos inoculados com
Klebsiella pneumoniae. Para avaliar o efeito de diferentes doses (36, 18 e 9mg.Kg™ i.v) do
peptideo Pa-MAP 1.5 A carga bacteriana no sangue (Painel A) e pulmao (Painel B) foi avaliada

24 horas ap6és o tratamento. * p<0,05 diferenca significativa quando comparado com o grupo

nao

tratado; # p<0,05 diferenca significativa quando comparado com o grupo tratado com a

dose de 9mg.Kg™" (ANOVA, seguida do teste de Bonferroni).
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peptideo Pa-MAP 1.9 A carga bacteriana no sangue (Painel A) e pulméo (Painel B) foi avaliada

Klebsiella pneumoniae. Para avaliar o efeito de diferentes doses (1

24 horas ap0s o tratamento. * p<0,05 diferenca significativa quando comparado com o grupo

nao

tratado; # p<0,05 diferenca significativa quando comparado com o grupo tratado com a

(ANOVA, seguida do teste de Bonferroni).
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Pa-MAP 1.9 foram utilizadas por animal as concentragbes 36/4,
9/1mg.Kg™, dos peptideos Pa-MAP 1.5/ Pa-MAP 1.9, respectivamente. De
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acordo com os dados obtidos, podemos observar que o efeito sinérgico
avaliado primeiramente in vitro foi, similarmente, observado nos experimentos
in vivo com um aumento na atividade antimicrobiana dos peptideos quando
combinados (Figura 15). Em relacdo ao sangue foi possivel observar reducdes
de 89, 77 e 50% utilizando as concentracbes 36/4, 18/2, 9/1mg.Kg™’ dos
peptideos Pa-MAP 1.5/ Pa-MAP 1.9, respectivamente. Ja em relacdo aos
pulmdes foi possivel observar reducdes de 100, 81 e 72% utlizando as

mesmas concentracdes dos peptideos Pa-MAP 1.5/ Pa-MAP 1.9.
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Figura 15. Efeito antimicrobiano da associagdo dos peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 em
camundongos inoculados com Klebsiella pneumoniae. A carga bacteriana no sangue (Painel A)
e pulmao (Painel B) foi avaliada 24 horas apds o tratamento. *p<0,05 diferenca significativa
quando comparado com o grupo nao tratado; # p<0,05 diferenca significativa quando
comparado com o grupo tratado com a dose de 9/1mg.Kg"l (ANOVA, seguida do teste de

Bonferroni).
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5.6 Modelagem Molecular

Os modelos tridimensionais dos peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP
1.9 foram construidos utilizando a estrutura tridimensional do peptideo
anticongelante tipo | com codigos pdb 1wfa, resolvido por difragdo de raios-X e
encontrado em Pleuronectes americanus (Sicheri and Yang, 1995), que
mostrou 66% de residuos idénticos quando alinhados a sequéncia primaria dos
peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 (Figuras 16C e 17C). A validacao dos
modelos foi realizada por meio do programa Procheck, avaliando
principalmente os mapas de Ramachandran (Figuras 16B e 17B). Os valores
observados foram de 100% dos residuos de aminoacidos situados na regiao
mais favoravel para a estruturacdo em a—hélice. As diferencas estruturais entre
o molde e o modelo foram avaliadas pela sobreposi¢cdo estrutural do Ca. Os
valores de RMSD entre as estruturas experimentais e o modelo teorico foram
de 1.140 A e 0.567 A para os peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9,
respectivamente. O baixo valor de RMSD entre as estruturas refletem a
conservacdo do dominio estrutural e enfatiza o dobramento desses padrbes
observados no peptideo molde. Os modelos finais sugeriram uma conformacéao
em a-hélice para ambos os peptideos. Nas figuras 16A e 17A é possivel
visualizar a forma classica em o—hélice, com a cadeia principal compactada e

os grupos “R” expostos envolvendo por todos os lados a estrutura.
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Figura 16: (A) Estrutura tridimensional predita para o peptideo Pa-MAP 1.5. Em bege:
residuos apolares; em laranja: residuos basicos (carregados positivamente). (B) Mapa
de Ramachandran, usado como um dos critérios para a validagdo do modelo final de

Pa-MAP 1.5. (C) Alinhamento mdultiplo entre 0 molde e o peptideo alvo em estudo.



62

Ala27

} Thr2s
Ala2s | Ala2é

(B)

~b

Psi (degrees)

~b

S180  -135  -90 45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

(€)

10 20 30
| I |
1wfa DTASDAAAAAALTAANAKAAAELTAANAAAAAAATA
Pa-MAP 1.9 --——--- LAAKLTKAATKLTAALTKLAAALTAAAT--

Figura 17: (A) Estrutura tridimensional predita para o peptideo multifuncional Pa-MAP
1.9. Em branco: residuos apolares; em rosa: residuos polares neutros; em ciano:
residuos basicos (carregados positivamente). (B) Mapa de Ramachandran, usado
como um dos critérios para a validagdo do modelo final de Pa-MAP 1.9. (C)
Alinhamento multiplo entre o0 molde e o peptideo alvo em estudo.
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5.7 Estudo de Acoplamento Molecular (Docking Molecular)

A interacdo dos peptideos Pa-MAP 15 e Pa-MAP 1.9
isoladamente, com membrana aniénica que mimetiza a membrana de bactérias
Gram-negativas, ja foram preditas por Migliolo e colaboradores, e Cardoso e
colaboradores (Dados nao publicados). A melhor afinidade apresentada foi de -
3.5 e -3.9kcal.mol®* para os peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9,

respectivamente e evidenciaram um comportamento estrutural em a—hélice.

As analises de acoplamento molecular foram realizadas nesse estudo,
afim de melhor compreender o comportamento do peptideo Pa-MAP 1.5 em
combinacdo com o peptideo Pa-MAP 1.9, e posteriormente dos peptideos
combinados quando em contato com um modelo de membrana bacteriana do
tipo Gram-positiva. O melhor valor de afinidade observada para a combinagao
de Pa-MAP 1.5 com Pa-MAP 1.9 foi de -4.9kcal.mol™ (Figura 18).



64

(A)

(B)

Figura 18: Visualizacé@o da superficie dos peptideos. (A) Peptideo multifuncional Pa-MAP 1.5.
Em azul claro: residuos apolares; em azul escuro: residuos basicos (carregados
positivamente). (B) Peptideo multifuncional Pa-MAP 1.9. Em rosa: residuos polares neutros; em
azul: residuos basicos (carregados positivamente). em destague os residuos envolvidos em
interacdes, respeitando a distancia méxima de 3,6 A. (C) Peptideo multifuncional Pa-MAP
1.5. (D) Peptideo multifuncional Pa-MAP 1.9.

Posteriormente novas andlises com os peptideos acoplados foram
observadas em relacdo a membrana mimética de bactéria Gram-negativa
(Figura 19), com o intuito de melhor compreender o comportamento sinérgico
dos peptideos nessa situagdo. Nesse contexto, uma membrana anidnica
composta por lipideos DPPE e DPPG foi construida, conforme descrito

anteriormente na metodologia.

O melhor valor de afinidade observada para a combinacdo dos
peptideos acoplados (Pa-MAP 1.5 com Pa-MAP 1.9) com a membrana de
bactéria Gram-negativa foi de -12.8kcal.mol*. O acoplamento molecular da
interacdo entre os dois peptideos e a membrana mimética também revelou que
os fosfolipidios DPPE da membrana estdo envolvidos em interacdo do tipo
ponte de hidrogénio com peptideo Pa-MAP 1.5, pelos residuos alanina e
leucina (Figura 19A).
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O peptideo Pa-MAP 1.9, por sua vez, também parece estabelecer
ligagbes do tipo Ponte de Hidrogénio através dos residuos de aminoacido
treonina e lisina, com os fosfolipidios DPPG e DPPE da membrana mimética
(Figura 19B).
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Figura 19: Modelo tedrico tridimensional da interacdo entre os peptideos e a membrana
mimética. (A) Pa-MAP 1.5, em destaque as principais intera¢cdes entre os residuos de
aminoacido Ala25 e Leu28 com o fosfolipidio DPPE179. (B) Pa-MAP 1.9, em destaque as
principais interacbes entre os residuos de aminoacido Thr28 com o fosfolipidio DPPE111,
Lys18 com o fosfolipidio DPPE103 e Thrl7 com o fosfolipidio DPPG193. (C) Modelo tedrico
tridimensional da sobreposi¢cdo dos peptideos Pa-MAP 1.5 (azul) e Pa-MAP 1.9 (rosa) sobre a
membrana mimética. As figuras foram geradas utilizando-se o programa PyMOL.
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6. DISCUSSAO
A resisténcia microbiana € reconhecidamente um dos maiores
problemas para a salude humana ao redor do mundo (Walker et al., 2009).
Quase 2 milhdes de americanos desenvolvem infec¢Bes adquiridas apds a
admissdo em hospitais, conhecidas como infeccdo hospitalar (IH), resultando

em 99.000 mortes por ano (Klevens et al., 2007).

Em paises da América Latina, a frequéncia das infeccbes de K.
pneumoniae é maior quando comparada a dos paises desenvolvidos,
particularmente quanto de bacilos Gram-negativos (Gales et al., 2012). Em
2011, Klebsiella spp. foi 0 patégeno mais frequentemente isolado de pacientes
com infeccbes de corrente sanguinea nos hospitais brasileiros (Marra et al.,
2011).Algumas bactérias do género Klebsiella mostraram-se altamente
resistentes aos antibiéticos. Quando as bactérias, tais como K. pneumoniae
sdo capazes de produzir uma enzima conhecida como uma carbapenemase a
classe de antibidticos chamados carbapenemas néo funciona para matar as
bactérias e tratar a infeccdo. O género Klebsiella é apenas um exemplo de uma
Enterobacteriaceae, uma parte normal das bactérias do intestino humano, que

podem tornar-se resistentes ao carbapenem.

Devido a todos esses fatos € iminente a necessidade de se criar novas
possibilidades de combate aos microrganismos resistentes. O passo limitante
no desenvolvimento de novos antibiéticos ndo € propriamente a identificacédo
de novos antimicrobianos, como por exemplo, peptideos ou compostos
secundarios, pois grande numero de moléculas antibiéticas em potencial é
conhecido. O fator limitante € a identificacdo de novas moléculas antibiéticas
gue sejam eficientes contra 0s microrganismos e permanecam nao-toxicas
para o paciente. Novas técnicas de triagem e tecnologias sdo criticamente
necessarias para facilitar a descoberta dessas moléculas. Tais tecnologias
podem incluir o uso de tecnologia de ponta em bioinformatica, o melhoramento
de imagem em espectroscopia e técnicas moleculares para identificar de forma
mais apurada e rapida, o modo especifico com que cada componente interage

com as membranas de microrganismos.
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Nesse contexto, peptideos com multiplas funcbes vém sendo
classificados como bastante atraentes para o controle eficiente dos episédios
de resisténcia de microrganismos, principalmente porque, de um modo geral,
eles mostram baixos efeitos toxicos em células de mamiferos (Hilpert et al.,
2005). No presente trabalho, avaliou-se o efeito antimicrobiano de dois
peptideos ricos em alanina, desenhados a partir de um peptideo denominado
AFP, isolado do peixe polar P. americanus (Holmberg et al., 1994). De acordo
com o esperado, os resultados demonstraram que tais peptideos possuem

atividade inibitéria sobre o crescimento de K. pneumoniae.

O Peptideo Pa-MAP 1.9 apresentou uma inibicdo de 100% da atividade
microbiana a uma concentracdo de 64ug, enquanto o outro o peptideo Pa-MAP
1.5 respondeu de uma forma mais discreta, necessitando de doses
consideravelmente maiores que seu analogo, com uma concentracdo minima
inibitéria de 512ug. O que chama atencdo aqui ndo é o valor da CIM
encontrada, mas sim o fato desses peptideos inibirem o crescimento de forma
diferenciada dos antibiéticos convencionais, pois é capaz de inibir uma cepa
bacteriana que possui 0 seu mecanismo de resisténcia ligada ao plasmideo,
logo cada vez mais bactérias podem vir a adquirir tal mecanismo de resisténcia
(Kumar et al., 2011).

Ludovico e colaboradores (2012) caracterizaram, estrutural e
funcionalmente o primeiro peptideo analogo polialanina, nomeado Pa-MAP,
derivado de P.americanus. Andlises in silico evidenciaram que este peptideo
adotava uma conformacao parcial em a-hélice quando em meio agquoso, e uma
conformacao total também em a-hélice, na presenca de TFE e SDS. Pa-MAP
demonstrou atividade contra diversos alvos, como células tumorais, bactérias,
virus e fungos. Complementarmente, Pa-MAP ndo demonstrou citotoxicidade
contra células de mamiferos, despontando como um candidato em potencial
contra microrganismos patogénicos, e apontando um caminho para o desenho
racional de farmacos com estabilidade estrutural e atividade contra diversos

patdgenos.

De modo semelhante aos peptideos trabalhados aqui, sintéticos,

desenhados a partir de outro peptideo, com carga catibnica Bartlett e
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colaboradores avaliaram um peptideo catidnico analogo sintetizado a partir da
sequéncia do peptideo catelecidinas de mamiferos. Este também foi testado
contra K. pneumoniae ATCC 43816 e foi observado CIM de 6,25ug/mL (Bartlett
et al., 2003). Outro trabalho muito interessante, mostrou 7 peptideos catidnicos
e sintéticos que consistiam exclusivamente de arginina e triptofano, com alta
atividade antimicrobiana contra bactérias multirresistentes. Nesse estudo, a
regido do peptideo que interage com a membrana do hospedeiro, chamada de
unidade bésica Litica (LBU), dos peptideos catibnicos sintéticos foi previamente
caracterizada, de 12 a 48 residuos, demonstrando uma maxima seletividade
pela membrana bacteriana. Posteriormente, insercbes de triptofano na
sequéncia de LBU aumentaram a atividade contra P. aeruginosa e S. aureus. A
partir de entdo, foram desenvolvidos 7 peptideos analogos, compostos apenas
por arginina e triptofano, arranjada de forma a otimizar as hélices anfipaticas. A
mudanca maximizou a atividade antimicrobiana desses peptideos contra as
bactérias Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas

aeruginosa (Deslouches et al., 2013).

No caso dos peptideos aqui estudados, o primeiro analogo desenhado,
intitulado Pa-MAP, demonstrou atividade contra E.coli a uma concentracao de
30uM, provando que apdés as modificacdes sofridas na segunda geracdo
desses peptideos, houve uma melhora significativa de atividade antimicrobiana,
aumentando ainda mais com os peptideos de segunda geracdo Pa-MAP 1.5 e
Pa-MAP 1.9 que demonstraram atividade de 3,2uM e 6uM, respectivamente

contra a mesma bactéria.

7

A maioria dos PAMs é catidnica, hidrofobica e atuam na membrana
plasmética, lizando as células-alvo, e levando-as consequentemente a morte.
Entretanto alguns desses peptideos possuem outros mecanismos de acéo,
como promover a hidrélise da parede celular das bactérias (Lemeshko, 2014).
A anfipaticidade reflete tanto a abundancia quanto a polarizagdo dos dominios
hidrofébicos e hidrofilicos em uma proteina. Uma medida quantitativa da
anfipaticidade € o momento hidrofobico, MH, calculado como sendo a soma
vetorial da hidrofobicidade de cada aminoacido, normalizado para uma hélice

ideal (Eisenberg et al.,, 1984). Promovendo-se um aumento no momento
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hidrofébico, gera-se um aumento significativo nas atividades de
permeabilizagdo e hemolitica de determinados peptideos modelos frente a
membranas-alvo, como observado no estudo realizado por Pathak (1995),
onde ficou demonstrado que a anfipaticidade teve papel mais importante que a
hidrofobicidade e que o proprio conteddo helicoidal na atividade de certos
peptideos antimicrobianos. No caso de Pa-MAP1,5 e 1,9 caracteristicas da
sequéncia (presenca de muitos residuos de alaninas), estrutura em a-hélice,
ter em sua composicao residuos de aminoacidos hidrofébicos como leucina e
treonina, os transforma em peptideos anfipaticos, tendo como potencial a

interacdo com varios tipos de membranas.

Uma consideravel parcela de estudos tem sido feito com base nas
propriedades disruptivas dos peptideos catibnicos e anfipaticos nas
membranas celulares (Gottler and Ramamoorthy, 2009; Oeemig et al., 2012;
Romo et al., 2011), porém é importante destacar que existem varios peptideos
que possuem mecanismos de agdo alternativos, que requerem 0 acesso ao
meio intracelular, para que uma vez |4, eles interfiram nos processos
metabdlicos (Brogden, 2005; Hale and Hancock, 2007), Um desses peptideos é
a buforina Il derivado de um sapo asiatico Bufo gargarizans, que é capaz de

penetrar na célula, inibindo suas funcdes celulares (Park et al., 1998).

Um estudo comparou um analogo da buforina Il, que ndo possui seu
mecanismo de acdo de interacdo peptideo-acido nucléico bem resolvido, com
um analogo de magainina 2, um peptideo anfipatico catibnico com sua
propriedade disruptiva de membrana bem caracterizada. O objetivo do trabalho
era saber qual seria a diferenca de conformacao que tais analogos adotariam
gquando na presenca de uma membrana lipidica anibnica. Os resultados
demonstraram que os dois peptideos modificados, se comportam de forma
muito diferente frente a membrana citoplasmatica anibnica, o analogo de
magainina 2, a conformacdo adotada pelo analogo de buforina Il ndo é
dominantemente em a—hélice, o que o torna um candidato fraco a penetracao
na membrana plasméatica, mas uma vez dentro da célula, possui uma interacédo
melhor com o &cido-nucléico devido a sua conformagdo, enquanto o analogo

de magainina 2 possui sua conformacdo predominantemente em a-hélice, o
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qgue o torna um excelente disruptor de membranas, provocando a lise da célula
(Lan et al.,, 2010). Similarmente aos peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9,
ambos o0s peptideos apdés as modificagbes estruturais aumentaram sua

atividade em relacéo ao peptideo original.

A capacidade antimicrobiana, bem como a atividade citolitica dos
peptideos sdo determinadas pela complexa interacdo entre todos 0s seus
parametros estruturais (figura 5), tais como cationicidade, hidrofobicidade,
capacidade de adotar a forma de o—hélice anfipatica e etc. (Yeaman and
Yount, 2003). A comparacdo e a compreensao desses parametros podem
auxiliar no desenho de novos antibioticos, suprindo a urgente necessidade de

novos farmacos para combater cepas de microrganismos resistentes.

Uma das grandes dificuldades em se utilizar um peptideo como
antimicrobiano comercial € sua toxicidade frente as células de mamiferos
(Hilpert and Hancock, 2007). No presente estudo, foi realizado um teste de
viabilidade de células de mamifero RAW 264.7. Este estudo revelou um alto
grau de citotoxicidade dos peptideos separados, porém ndo foi observada
diferenca significativa na citotoxicidade celular entre o grupo de peptideos
combinados em relacdo ao controle positivo em 24 e 72h, 0 que evidencia
seletividade frente a células de mamiferos, e preferéncia destes peptideos em
combinagcdo a membrana anidnica da bactéria Gram-negativa. Estes resultados
sugerem que o uso sinérgico dos peptideos em baixa concentracdo, mantendo
a atividade antimicrobiana, e com baixa atividade citotoxica frente a célula de
mamiferos, poderdo ser potenciais candidatos para o uso como um modelo
para 0 desenvolvimento de produtos biotecnolégicos ativos contra

microrganismos patogénicos.

Essa citotoxicidade pode ser explicada pelo alto grau de helicidade e/ou
anfipaticidade dos peptideos, que geram um dominio hidrofébico bem
segregado, e esta diretamente relacionado a um aumento da toxicidade frente
as ceélulas compostas por fosfolipidios neutros (Dathe and Wieprecht, 1999;
Yeaman and Yount, 2003). Porém, outros estudos de mecanismo de acao sao
necessarios para se compreender melhor os motivos da diferenca entre a

citotoxicidade dos peptideos isolados em relacdo a acdo combinada.
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Uma vez constatadas as concentragcdes minimas inibitérias para ambos
0s peptideos, foi realizada a avaliagdo do efeito combinado dos peptideos.
utilizando a técnica do tabuleiro de xadrez, a fim de verificar a condicdo
sinérgica de duas moléculas combinadas. Esta metodologia, na maior parte
dos casos pode revelar resultados muito promissores, que podem ser utilizados
para fins farmacoldgicos, ou para ajudar na compreensdo dos mecanismos de
associacdo dos peptideos (Beckloff et al., 2007; Fiamegos et al.,, 2011;
Giacometti et al., 2006; Schmelcher et al., 2012; Wei et al., 2007).

Nossos resultados (tabela 2), demonstraram efeito sinérgico em todas as
30 combinacdes testadas, e apenas 5 dessas combinac¢des apresentaram valor
de inibicdo inferior a 100% contra K. pneumoniae. Vale destacar também que a
concentragdo inibitéria minima dos peptideos combinados diminui
substancialmente quando comparado ao valor da CIM dos peptideos isolados,
chegando a um valor 16 vezes menor quando comparado ao peptideo Pa-MAP
1.9, e 128 vezes menor quando comparado ao peptideo Pa-MAP 1.5 testado
isoladamente. As razdes para que exista uma diferenca tao gritante entre os
peptideos testados isoladamente e em combinacdo podem ser muitas. Uma
pequena variacdo na conformacdo pode modificar a estrutura, ou qualquer
outro parametro estrutural, e fazer com que um peptideo tenha uma interacdo

otimizada com a membrana da bactéria.

A possibilidade de uma acao sinérgica entre os PAMs é uma expressao
induzida pelo contato com determinados patdgenos, possibilitando uma defesa
mais eficaz contra um numero maior desses organismos (Mor et al., 1994).
Certamente, sinergismo entre diferentes antimicrobianos produzidos pelo
mesmo organismo deve ocorrer na natureza, e existem alguns estudos de
sinergismo ocorrendo entre proteinas co-expressadas em alguns peixes ou
invertebrados. Em invertebrados, por exemplo, Gueguen e colaboradores
(2011), utilizaram o método “tabuleiro de xadrez” para verificar a agéo
combinada entre defensinas recombinantes e fragmentos sintéticos de um
PAM de 61 residuos poliprolina, derivado da ostra, C. gigas. A combinacéo
desses agentes aumentou a atividade contra E. coli. Também foi reportado o
sinergismo entre tachycitina e defensina, dois PAMs convencionais, derivados

de amebdcitos do caranguejo-ferradura, Tachypleus tridentatus. Com uma
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concentracdo de apenas 0,9ug.mL™ a tachycitina reduziu o ICs, da defensina

de 0,9ng.mL™ para 0,015pg.mL™ (Kawabata et al., 1996).

Outro exemplo de sinergismo entre dois peptideos é entre a magainina 2
e PGLa, um dos primeiro peptideos isolados da pele de anfibios. Como ambos
apresentam o0 mesmo mecanismo de acao, que é de perturbacdo da membrana
plasmatica, quando em combinacdo a acdo se torna mais rapida e mais
intensa, levando a lise das células bacterianas em pouco tempo. A atividade,
porém, mostrou-se menor quando MAG2 amidado (um analogo da magainina
2) foi colocado em combinacdo com PGLa (Ueno et al.,, 2010). Interacdes
sinérgicas foram demonstradas também em liberacdo induzida do controle
respiratorio e reducdo da motilidade em hamsters (de Waal et al., 1991),
permeabilizacdo de membrana (Vaz Gomes et al., 1993), permeabilizacdo de
lipossomas, efeitos tdéxicos em células tumorais, dissipacdo do potencial de

membrana e atividade antimicrobiana (Westerhoff et al., 1995).

Yan e Hancock (2001) demonstraram o efeito sinérgico em quatro
peptideos diferentes encontrados em mamiferos (protegrina 1, LL-37,
bactenecina e indolecidina) contra quatro diferentes patégenos, sendo eles
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis, além disto, os autores
demonstraram a atividade sinérgica entre estes peptideos e a proteina de
defesa inata, lisozima. Os autores observaram atividade sinérgica em varias
combinacdes dos peptideos avaliados. Para P. aeruginosa trés das seis
combinacdes apresentaram efeito sinérgico, enquanto para E. coli quatro das
seis combinacfGes apresentaram tal efeito, e no caso de E. faecalis apenas
duas tiveram éxito sendo por fim determinado que nenhuma combinacéo
demonstrou atividade sinérgica para MRSA. Em relacdo a lisozima os autores
observaram que ha aumento da atividade antimicrobiana quando este peptideo
e utilizado de forma sinérgica com os peptideos testados. Os autores
concluiram que os dados desse trabalho refletem que ha uma tendéncia a uma
interacdo cooperativa dos peptideos quando em um ambiente similar ao da
membrana de bactérias Gram-negativas e/ou uma interacdo cooperativa dos

peptideos com os lipidios da bicamada em geral.
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Varios outros autores tem apresentado resultados com moléculas em
combinacdo, como a combinacdo do antibidtico enrofloxacina com quatro
diferentes PAMs contra Mycoplasma pulmonis, conseguindo diminuir a CIM em
todas as combinac¢des, na mais bem sucedida houve uma diminuicdo de 16
vezes o valor original de CIM (Cirioni et al., 2008); ou o0 estudo que demonstrou
in vitro e in vivo a acdo combinada sinérgica entre o peptideo criptidina 2 e o
antibiotico Ampicilina contra Salmonella sp. No teste in vitro, foi observado um
decréscimo na contagem de UFC/mL, e também uma diminuicdo no tempo de
acdo para a morte da bactéria, no ensaio in vivo, apds a necropsia observou-se
também uma diminuicdo em todos os érgaos dos camundongos infectados com
a bactéria (Rishi et al., 2011).

Um estudo apresentou uma proposta diferente, pois ao invés de usar
peptideos combinados utilizou PAM a-helicoidal — cecropina, e rifampicina
contra cepas de Pseudomonas aeruginosa. Como os PAM em geral tém
influéncia sobre a permeabilidade da membrana, a tentativa de obter
sinergismo com um antimicrobiano convencional, que tenha um sitio especifico
internamente a esta membrana, pode alcancar resultados promissores. O
referido estudo abriu precedente para uma série de testes de combinacdes

sinérgicas entre PAM e antimicrobianos convencionais (Cirioni et al., 2008).

Desta forma, o uso de peptideos com atividades sinérgicas torna-se uma
importante ferramenta no desenvolvimento de farmacos. O efeito sinérgico em
peptideos é relacionado a diversos fatos, dentre eles a expressdo aumentada
de alguns peptideos em circunstancias chave, a presenca de peptideos com
espectros de atividades que podem agir “cobrindo” as falhas de outros
peptideos e a observacdo de peptideos com atividades complementares para

reducdo do desenvolvimento microbiano (Yan e Hancock, 2001).

O uso de peptideos tem se mostrado uma excelente estratégia para o
desenvolvimento de farmacos biocidas devido a sua alta e multipla atividade
antimicrobiana. Um dos maiores problemas enfrentados no desenvolvimento de
farmacos a partir de peptideos antimicrobianos é a instabilidade destas
moléculas ao entrar em contato com o0 metabolismo humano, diminui

consideravelmente sua atividade in vivo (Chongsiriwatana, 2011). No entanto,



74

peptideos antimicrobianos apresentam mecanismos de acédo diferenciados e
muitas vezes complementares que podem atuar no sentido de inibir o
desenvolvimento microbiano e evitar os mecanismos de resisténcia de diversos

patogenos (Yeman e Yount, 2003).

Em virtude da complexidade das células animais e da interacdo entre
diversos agentes que atuam sobre o corpo humano, o uso de modelos animais
ndo pode hoje ser substituido por qualquer outro recurso biotecnoldgico e é
extremamente necessario na busca do desenvolvimento de novos tratamentos
para diversas doencas, dentre elas, aguelas causadas por microrganismos. Os
testes in vivo, reforcam ou invalidam os testes realizados in vitro, porém desde
a descoberta das sulfonamidas ficou provado que alguns agentes, mesmo nao
apresentando atividade in vitro pode se apresentar como um eficaz antibiético
in vivo (Northey et al., 1948).

Os resultados do estudo in vivo no presente trabalho também
indicaram uma melhor atividade quando na acdo combinada dos peptideos Pa-
MAP 15 e Pa-MAP 1.9, com uma diminuicAo no numero de unidades
formadoras de colbnia, tanto no sangue quanto no pulmédo, quando
comparados com os efeitos dos peptideos utilizados isoladamente. Através
deste estudo foi possivel constatar que o uso combinado dos peptideos néo s6
potencializa o efeito, como também reduziu o numero de UFCs no pulméao, em
mais de 50% na dosagem mais baixa (9/1mg.Kg™* de Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP
1.9, respectivamente) e em mais de 80% nas dosagens mais altas, quando

analisamos o sangue essa diminuicao € ainda mais preponderante.

Ainda nesse estudo, a concentracdo maior utilizada em combinacao foi
capaz de eliminar completamente as colonias de bactérias presentes no
sangue, enquanto que na analise de sangue do peptideo isolado Pa-MAP 1.5,
utilizando a mesma concentragdo, ndo foi observado diferenca significativa no
numero de UFC de bactérias no sangue em relagdo ao controle de
camundongos nao tratados. A eficiéncia terapéutica dos peptideos combinados
também pode ser associada a sua estratégia de penetracdo nas barreiras da
membrana fosfolipidica, que podem apresentar muitos modos de acao distintos

(Yeaman and Yount, 2003; Zasloff, 2002). Nao obstante, eles compartilham
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varias caracteristicas, como seu pequeno tamanho e a sua cationicidade,
possuem uma forte interagdo com membranas lipidicas e carga que
normalmente sdo de 4+ ou 5+ (Hancock, 1997). Esses valores podem ser
explicados devido a alta taxa de residuos de aminoacidos como alanina e
lisina, que contribuem para um aumento das taxas de interacdes eletrostaticas,
demonstrado nos peptideos com cargas de +6 e +4 e a taxa de
hidrofobicidade, em torno de 70% para ambos os peptideos (Migliolo et al.,
2012).

Muitos mecanismos de acdo de peptideos antimicrobianos ja foram
propostos até hoje, porém a maioria dos peptideos utiliza a disrupcdo da
membrana como principal modo de acdo e passam por uma sequéncia de
eventos envolvendo: (i) atracdo eletrostatica das cargas positivas do peptideo
com as cargas negativas da membrana do microrganismo; (ii) desestabilizacdo
e desorganizacdo da bicamada fosfolipidica negativamente carregada para a
disrupcdo da integridade da membrana microbiana; (iii) subsequente
permeabilizacdo da membrana e (iv) morte da célula por hemdélise (Powers and
Hancock, 2003).

Atualmente, o planejamento racional baseado em estrutura é a
metodologia mais eficiente e menos dispendiosa para o desenvolvimento de
novos farmacos, capaz de contribuir em todos os estagios do processo, desde
a descoberta de protétipos, sua otimizacdo (com melhoramento da afinidade,
especificidade, eficacia e efeitos colaterais), até a elaboracdo de compostos
candidatos a testes clinicos (Reddy and Zhang, 2013). Informacfes estruturais
dos bioreceptores de membrana e ligantes (peptideo-membrana), permitem um
direcionamento da sintese de compostos com complementaridade estérica,
hidrofébica e eletrostatica ao seu sitio de ligacdo, os quais podem vir a se
tornar potentes farmacos. Essa abordagem, em sua esséncia, caracteriza o
planejamento racional de farmacos baseado em estrutura (Cavasotto and
Phatak, 2009).

Para os peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 foram propostos modelos
tridimensionais tedricos por meio de modelagem molecular, para ambos os

peptideos os resultados mostraram uma estrutura secundaria em o-hélice rica
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em alanina, com residuos hidrofébicos Ala® e Leu'® (Pa-MAP 1.5), Ala®’ e Thr**
(Pa-MAP 1.9), e catibnicos distribuidos por toda a estrutura dos peptideos,
tornando-os moléculas anfipaticas e capazes de interagirem entre si, bem
como com a membrana fosfolipidica de bactérias Gram-negativas. Um estudo
similar mostrou a andlise, por modelagem molecular, de um peptideo
antimicrobiano Cm-pl assumindo uma conformacao em o-hélice, causada pela
exposicdo dos residuos catidnicos de arginina e histidina, que provavelmente
favoreceram uma interacdo peptideo-membrana (Lopez-Abarrategui et al.,
2012).

Entre os métodos mais empregados em bioinformatica, encontra-se o
docking molecular. Com essa metodologia sdo investigadas as possiveis
interacdes que determinada molécula assume no interior do sitio ligante de um
bioreceptor, ou simplesmente entre duas moléculas, tal como € o caso da
interacdo sinérgica entre dois peptideos ou a interacdo peptideo-membrana
alvo. O principal foco do docking molecular é simular computacionalmente o
processo de reconhecimento molecular. O objetivo do docking € atingir uma
orientacdo e uma conformacao otimizada tanto para o ligante e a proteina tal

gue a energia do complexo seja a minima (Kitchen et al., 2004).

Em modelagem molecular, “docking” € o método que define a orientacéo
preferencial de uma molécula com respeito a outra na formac¢éo de complexos
estaveis, por exemplo enzima-inibidor ou proteina-ligante. O conhecimento da
orientacdo preferencial, por sua vez, pode ser utilizado para prever a afinidade
de ligacdo entre duas moléculas (Lengauer et al., 2004). O docking é
frequentemente usado para prever o modo de ligagdo de compostos a
proteinas-alvo, validando suas afinidades relativas. O docking desempenha um
papel importante no planejamento racional de farmacos baseado em estrutura
(Kitchen et al., 2004).

Uma das caracteristicas mais valiosas dos métodos de docking é a sua
capacidade de reproduzir modos de ligacdo observados experimentalmente,
funcionando até como uma forma de validagdo dos mesmos (Verdonk et al.,
2003).



77

O acoplamento molecular, ou docking, revelou que os peptideos Pa-
MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 fazem interacdo hidrofébica com afinidade de -
4.9kcal.mol™, e a docagem do complexo Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9 interagem
com a membrana anidnica por ligacdo do tipo ponte de hidrogénio, e apresenta
uma taxa de afinidade de -12.8kcal.mol®. E interessante destacar que a
afinidade encontrada com os peptideos combinados é muito superior a
afinidade dos peptideos quando isolados, o que demonstra que esses
peptideos possuem uma tendéncia melhorada de interacdo com a membrana
quando se encontram em sinergismo. Estes dados corroboram com o0s
resultados apresentados in vitro e in vivo, onde as melhores taxas de inibicao
ocorrem quando o0s peptideos estdo combinados, e ainda aponta uma
preferéncia frente a membrana anibnica, uma vez que apresentam alta
afinidade com esta, e um nivel de citotoxicidade baixo quando colocados em

presenca da célula RAW 264.7.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo revelou que os dois peptideos analogos, Pa-MAP
1.5 e Pa-MAP 1.9, possuem atividade antimicrobiana in vitro contra a
bactéria Gram negativa K. pneumoniae, com concentracfes

inibitérias minimas de 512ug e 64ug, respectivamente.

Os peptideos em questdo possuem acdo sinérgica em todas as
concentracOes testadas, e apresentam uma inibicdo de 100% de
inibicdo bacteriana, quando combinados a uma concentracado de
4l4pg.mL?,

Os peptideos combinados demonstraram uma inibicdo de 100% e
89% do crescimento bacteriano medido no pulmdo e sangue dos
camundongos, demonstrando, portanto, in vivo um maior efeito
antimicrobiano dos peptideos combinados em comparacdo com a

atividade dos peptideos testados isoladamente.

Possuem atividade citotoxica relativamente alta quando testadas
isoladamente contra células Raw 264.7, porém nao apresentam
citotoxicidade relevante quando testadas em sinergismo na

concentracgao inibitéria minima.

O modelo molecular tridimensional prediz uma estrutura em a-hélice

catibnica e anfipatica.

O acoplamento molecular demonstrou uma alta afinidade dos
peptideos combinados, em relacdo a membrana aniénica Gram-
negativa, o que corrobora com 0s resultados experimentais in vitro e

in vivo.

Como perspectiva futura sera feito o ensaio de citocinas, para a
avaliacdo de uma possivel atividade imunomodulatéria; experimentos
in silico de dicroismo circular e DLS, a fim de validar as estruturas
preditas nesse estudo; estudos sobre os mecanismos de acdo dos

peptideos isolados e em combinacéao.
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Em resumo, os dados apresentados neste estudo apontam que ha
atividade sinérgica entre os peptideos Pa-MAP 1.5 e Pa-MAP 1.9, e
gue esta por sua vez aumenta substancialmente a atividade
antimicrobiana dos peptideos, seja in vitro ou in vivo. Podemos
afirmar ainda que os peptideos combinados apresentam alta
afinidade com membrana aniénica. Porém estudos complementares
de imunomodulacéo e estruturais se fazem necessarios, para que se

possa caracterizar de forma mais completa tais peptideos.
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