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Resumo

Infeccbes hospitalares e resisténcia bacteriana se tornaram um problema mundial,
contribuindo para o aumento da mortalidade e da morbidade. Essa resisténcia microbiana
pode ocorrer devido ao uso indiscriminado e errdbneo de antimicrobianos convencionais.
Nesse contexto, 0s peptideos antimicrobianos apresentam-se como uma alternativa no
controle desses microrganismos. Os peptideos antimicrobianos (PAMSs) do tipo catelicidina
vém sendo explorados como novos agentes no combate a esses microrganismos; por
apresentarem grande atividade antimicrobiana, alem de desempenharem um papel crucial na
imunidade atuando como imunomoduladores e também podem ser utilizados como modelo
para o desenho racional de novos PAMs visando aumentar a atividade, estabilidade e reduzir
seu tamanho. Neste estudo demonstramos a atividade antibacteriana, imunomoduladora e a
caracterizacdo biofisica de duas catelicidinas de serpentes da América do Sul Bothrops atrox
e Crotalus durissus terrificus, assim como alguns de analogos. Foi demostrado que ambos 0s
peptideos (batroxicidina e crotalicidina) apresentaram atividade contra o bactérias
multirresistentes a farmacos (BMF) e nenhum efeito citotdxico nas concentracdes testadas em
célula Raw 264.7 apds 72h, além de sua capacidade de modular a producdo de citocinas TNF-
a, IL-10 e IL-6 na presenca dos estimulos IFN-y e antigenos de E. coli e K. pneumoniae
multirresistentes (MDR). Além disso, analogos (Ei1o-Ctn [15-34] e GSs-Ctn [15-34]) de parte
do peptideo da crotalicidina (Ctn [15-34]), foram criados para demonstrar a capacidade de
pré-peptideos acidicos inibir a atividade antimicrobiana em peptideos. O andlogo E1o-Ctn [15-
34], levou a uma reducdo moderada na ligacdo e inducdo de vazamento de lipossomas
modelo, enquanto sua atividade antimicrobiana foi completamente inibida pela sua regido
pré-peptidica. A fixacdo do pro-peptideo também induziu uma conformacao mais helicoidal a
esses analogos. Finalmente, foi descoberta a atividade antimicrobiana e as caracteristicas
estruturais de dois novos PAMs projetados racionalmente, denominados BotrAMP14 e
CrotAMP14, sendo baseados nas vipericidinas batroxicidina e crotalicidina, respectivamente.
Os peptideos BotrAMP14 e CroAtMP14 demonstraram atividade antimicrobiana de amplo
espectro contra cepas ATCC e isolados clinicos de bactérias patogénicas com baixa
toxicidade in vitro e in vivo. Previs@es in silico e dicroismo circular demonstraram ambos 0s
peptideos formarama-hélices, capazes de romper as membranas de E. coli. Baseado em
nossos achados, as catelicidinas e seus derivados representam uma molécula promissora no
tratamento de infecgdes causadas por bactérias MDR.

Palavras chave: Peptideos antimicrobianos, imunomodulacao, pré-peptideo, desenho racional.



Abstract

Hospital infections and bacterial resistance have become a worldwide problem,
contributing to increased mortality and morbidity. This microbial resistance is mainly due to
the indiscriminate and erroneous use of conventional antibiotics. In this context, antimicrobial
peptides (AMPs) are presented as an alternative in the control of these resistant
microorganisms. Cathelicidin AMPs are being explored as novel antimicrobial agents to fight
these resistant microorganisms, in addition to presenting great antimicrobial activity, they
play a crucial role in immunity by acting as immunomodulators and are also used as template
for rational peptide design in order to enhance activity, stability and reduce length size. In this
study antibacterial, imunomodulatory activity and biophysical characteristic of two
cathelicidins from South American pit vipers Bothrops atrox and Crotalus durissus terrificus
and some of their analogs were evaluated. Both peptides (batroxicidin and crotalicidin)
showed activity against MDRB and no cytotoxic effects on Raw 264.7 cell after 72h, as well
as the ability to modulate the production of cytokines TNF-a, IL-10 and IL-6 in the presence
of IFN-y stimuli, and MDR E. coli and K. pneumoniae antigens. Analogs (E10-Ctn [15-34]
and GS4-Ctn [15-34]) were created from a crotalicidin peptide fragment (Ctn [15-34]), to
demonstrate how acidic pro-peptides inhibit antimicrobial activity in peptides. The analog
E10-Ctn [15-34], leads to a moderately large reduction in the binding to- and induced leakage
of liposomes, while the antimicrobial activity was completely inhibited by its pro-peptide
region. Attaching the pro-peptide also induces helicla conformational. Finally, we describe
the antimicrobial activity and structural characteristics of two new rationally designed AMPs,
named BotrAMP14 and CrotAMP14, which are based on the vipericidins batroxicidin and
crotalicidin, respectively. BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides showed broad-spectrum
antimicrobial activity against ATCC strains and clinical isolates of pathogenic bacteria, with a
low in vitro and in vivo toxicity. In silico predictions and circular dichroism suggested that
both peptides form a-helices, capable of disrupting E.coli membranes. Based on our findings,
cathelicidins and their analogs represent a promising molecule in the treatment of infections
caused by MDR bacteria.

Keywords: Antimicrobial peptides, Imunomodulatory, pro-peptide, rational design.
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Introducao

Infeccdes associadas a cuidados de saude

Os centros de controle e prevencao de doencas (CCPD) definem Infecgdes associadas
a cuidados de saude (IACS) ou infeccbes hospitalares como infecgdes que ndo se
encontravam presentes ou incubadas no momento da admissdo do pacientes durante o
processo de atendimento em um hospital, ou em centros de cuidados a satde (Allegranzi,
Nejad, et al., 2011). As IACSs incluem infec¢bes que foram adquiridas em um hospital,
porém, aparecem depois da alta do paciente assim como infeccBes ocupacionais entre
funcionarios da instalacdo médica (Allegranzi, Nejad, et al., 2011). As questdes relacionadas
as IACSs devem ser analisadas profundamente, visando identificar como elas podem se
relacionar a diferentes procedimentos de cuidados de saude, determinando os fatores que
levam a um aumento do risco de transmissdo dos patogenos associados (Allegranzi, Nejad, et
al., 2011). Grande parte dos estudos descritos sobre IACSs relatam dados endémicos
realizados em unidades de tratamento intensivo (UTI) em paises de primeiro mundo.
Entretanto, evidencias sobre as diferencas epidemioldgicas em ambientes de cuidados nédo
agudos em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento vem aumentando rapidamente.

Os fatores de risco associados as IACSs variam de acordo com os tipos de cuidados a
salde e areas de atendimento onde o paciente é atendido. Em hospitais de paises
desenvolvidos, os fatores mais comuns associados a ocorréncia de IACS sdo: idades maiores
de 65 anos, admissdes de emergéncias, permanéncia por mais de 7 dias em hospitais,
colocacdo de cateteres venosos, urinarios e de tubo endotraqueal, pacientes submetidos a
cirurgias, imunossupressao induzida por trauma, doencas rapidas ou fatais e por fim,
deficiéncias funcionais e status de coma (Gravel et al., 2007). Os mesmos fatores de risco,
foram também identificados em cuidados agudos de paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, com o agravante de outros fatores determinantes que estdo mais
relacionados a pobreza, como falta de higiene basica e recursos limitados. Além disso,
barreiras gerais como falta de apoio financeiro, nimero inadequado de pessoas qualificadas,
unidades de tratamento e equipamentos insuficientes, agravam ainda mais o controle de
infeccbes em unidades hospitalares de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento
(Allegranzi, Bagheri Nejad, et al., 2011).

Grande parte das infecgdes hospitalares se mostram evidentes apds 48h de admissao

do paciente em ambiente hospitalar, podendo ainda se apresentar ap6s a alta do paciente

12



(Horan et al., 2008). Em casos onde o paciente foi contaminado durante a estadia hospitalar, o
periodo de incubacdo do patdgeno pode exceder o periodo de internacdo, alguns estudos
relatam que mais de 50% das infec¢cdes que ocorrem em ambiente cirdrgico se manifestam
apos a alta (Oliveira e Carvalho, 2004; Huenger et al., 2005; Fernandez-Ayala et al., 2006).
InfeccBes hospitalares em geral, podem ser causadas por agentes infecciosos enddgenos ou
através de fontes exdgenas. Fontes enddgenas podem ser aquelas de cunho corporal, ou seja,
pele, nariz, boca, trato gastrointestinal e genitais, sendo esses colonizados pela microbiota
local. A microbiota, pode se tornar invasiva em ocasides favoraveis e/ou quando colonizam
locais estéreis, sendo a mdo a maior via de transmissdo para esses locais (Pittet et al., 2006;
Allegranzi, Nejad, et al., 2011). Fontes exdgenas de infeccdo, sdo aquelas externas ao
paciente, tais como visitantes, equipamentos de atendimento ao paciente, ambiente de
cuidados médicos e até os proprios profissionais da saude, além disso, as IACSs ndo estdo
restritas somente aos pacientes; trabalhadores de salde, auxiliares e visitantes também podem
ser infectados.

As IACSs podem ocorrer oriundas de uma endemia dentro de instalaces de cuidados
a saude, ou como epidemias, ou seja, quando certos casos de infeccdo ocorrem a uma
determinada populacdo dentro de um espaco de tempo que excede abruptamente o que se é
normalmente esperado baseando-se em dados locais. Surtos endémicos que ocorrem dentro de
ambientes hospitalares, servem como importantes controles de qualidade e seguranca do
paciente. Por razGes como essas, a vigilancia consiste no ponto principal das prevencdes e
controle de infeccdes, sendo a ferramenta essencial para se reduzir IACSs, uma vez que,
atividades de vigilancia por um tempo prolongado, ajuda na conscientizacdo do problema,
visando a diminui¢do das taxas de infec¢do (Schwab et al., 2007).

Baseados em dados de 2003, 5 a 10% dos pacientes que sdo admitidos em hospitais de
cuidados agudos, cerca de dois milhdes de pacientes por ano nos Estados Unidos, adquiriram
infeccdo hospitalar. Cerca de 90.000 mortes por ano tem sido contabilizadas, fazendo com
que as infecgbes nosocomiais sejam a quinta maior causa de morte nos hospitais de cuidados
agudos (Stone et al., 2005). Essas infecgbes geram um acréscimo de 4,5 a 5,7 bilhdes de
dblares por ano em assisténcia ao paciente (Burke, 2003). Aproximadamente 25% das
infeccOes hospitalares ocorrem em UTIs, que sofreram um aumento de permanéncia de 4 a 15
dias, sendo responsaveis por 20% dos custos totais de UTI (Chen, Y. Y. et al., 2005).

Em decorréncia desses fatores de infecces associadas a cuidados de salde, sistemas
voltados a vigilancias em salde foram criados visando o levantamento de dados a respeito

sobre infecbes hospitalares. Sistemas nacionais de vigilancia de infeccBes hospitalares ou
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IACSs estdo presentes em varios paises desenvolvidos, geralmente os dados desses sistemas
estdo disponiveis através de relatérios nacionais ou publicados em literatura.

A vigilancia de infecGes hospitalares em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento sofre com o0 monitoramento regular da ocorréncia de infec¢Bes hospitalares,
sendo assim, o ministério da satide ndo consegue obter informagdes detalhadas sobre o dnus
causado pelas infecgbes hospitalares, além disso, um numero limitado de artigos cientificos
foram publicados nesse ambito. Um relatorio da equipe Clean Care da OMS Patience Safety,
em colaboracdo com a universidade de Genebra, publicou recentemente uma revisao
sistematica e meta-analise sobre a carga endémica de infeccGes hospitalares em paises em
desenvolvimento (Allegranzi, Bagheri Nejad, et al., 2011). Em uma reviséo feita pela OMS
no periodo de 1995-2010, 276 artigos incluindo informacdes relevantes sobre epidemiologia
dos quadros tipos mais frequentes de infeccGes hospitalares (pneumonias associadas aos
cuidados de saude, UTI, infeccBes sanguineas e infecdes cirurgicas) foram publicados em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, ainda assim, somente 46% atenderam a
critérios que definem estudos epidemioldgicos de alta qualidade.

Brasil, india, México, Tailandia e Turquia foram identificados como paises com 0
maior ndmero de estudos. De acordo com a OMS, 66% (97/147) dos paises em
desenvolvimento ndo possuem dados publicados. Sendo assim, o nimero limitado de estudos
de amplo espectro, junto a falta de sistemas nacionais de vigilancia, torna ainda mais dificil a
estimativa de énus de infecBes hospitalares a nivel nacional. Além disso, grande parte dos
estudos (144/276 [52,2%]) foram realizados por hospitais universitarios que representa um

contexto especifico e ndo global.
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subdesenvolvidos e em desenvolvimento (B), no periodo de 1995-2010.
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A historia brasileira do controle de infec¢cdes relacionadas a assisténcia (IRAS) no
Brasil sofreu o impacto de eventos epidémicos. Surtos como os de micobactérias, de
crescimento rapido, enterobacterias, K. pneumoniae e Enterococcus spp resistentes a
vancomicina revelaram falhas importantes que repercutiram na imprensa leiga (televisiva e
impressa), culminando na proibicdo de compra de antimicrobianos sem receita médica
(Padoveze e Fortaleza, 2014). Apesar disso, pouquissimos sdo os dados relacionados a
infeccdes hospitalares no Brasil de uma maneira geral.

A Unica avaliacdo sobre infecgdes relacionadas a assisténcia em salde conhecidas a
nivel nacional, foi o estudo feito por Prade e colaboradores em 1994, onde se identificou a
prevaléncia de 15% de taxas de infe¢des hospitalares em 99 hospitais terciarios, onde 28,9%
foram relacionadas ao sistema respiratorio, 15,6% cirargico, 15,5% de pele e 11% urinario
(Prade Ss et al., 1995). Apds o ano de 2001, a Anvisa iniciou um maior controle da IRAS no
Brasil, onde achados importantes mostraram questdes da fragilidade estrutural para o controle
dessas IRAS, onde, 1/3 dos hospitais ndo apresentavam nenhum suporte laboratorial de
microbiologia, sendo essas propor¢des mais evidentes no Nordeste (46%) e menor no Sudeste
(24%) (Padoveze e Fortaleza, 2014). Nesse ambito, alguns requisitos essenciais ndo eram
atendidos pelas instituicdes, como realizar a vigilancia epidemiolédgica. Contudo, é sabido que
somente um sistema efetivo de vigilancia epidemioldgica de espetro nacional podera
demonstrar a magnitude real do problema de IRAS no pais. Sendo assim, os estados de Sao
Paulo e Parana, foram os primeiros estados que visaram obter resultados concretos sobre 0s
sistemas de vigilancia no pais (Padoveze e Fortaleza, 2014).

Uma recente andlise da ANVISA, do ano de 2016 demostrou que somente 2.212
hospitais notificaram os dados de IRAS no Brasil. Desse total, 29,7% dos hospitais sdo de
administracdo publica, 34,6% de entidades sem fins lucrativos e 35,4% de entidades
empresariais. Além disso, 71,3% desses hospitais possuem vinculo com o SUS e 28,7% nao
possuem. Foram notificados também, que 53% dos hospitais que possuem leitos de UTI
apresentaram Infeccdo primaria de Corrente Sanguinea (IPCS) associada a Cateter VVenoso
Central (CVC) de 10 a 12 meses em 2016 (André Anderson Carvalho et al., 2016). Ainda,
43% dos hospitais apresentaram pneumonia associada a ventilagdo mecénica (PAV) durante o
mesmo periodo e 56% apresentaram Infeccdo do trato urinario (ITU) associada a Cateter
Venoso de demora (CVD). Venoso de demora (CVD).

Com os fatos acima listados sobre infecgdes associadas a saude, o problema mundial
associado as infecces hospitalares merece destaque ndo somente devido ao fato do nimero

de afetados a cada ano, além disso, 0 seu impacto em termos de excesso de custos,
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prolongamento da permanéncia do afetado em ambiente hospitalar, morbidade e mortalidade
também podem ser consideraveis. Os dados relativos a tais fatores importantes podem dificeis
de se obter, uma vez que € preciso uma avaliacdo complexa em grande parte para se
confirmar que estdo realmente ligados a episodios de infec¢do hospitalares ou outros fatores.
Os registros de dados clinicos de pacientes apresentados, variam em todo o mundo,

entretanto, em paises em desenvolvimento essa disponibilidade se mostra ainda mais limitada.

Microrganismos resistentes a antimicrobianos

Em 1928, Alexander Fleming notou o crescimento de uma contaminagdo com uma
zona associada a depuracdo bacteriana em suas placas de petri. Ao estudar as variagdes das
cores de S. aureus, ele entdo demonstrou que essa substancia bioativa que causa lise
bacteriana poderia ser encontrada na cultura do fungo da espécie do género Penicillium
(Demain e Elander, 1999; Bentley, 2005). Posteriormente, devido as suas descobertas, em
1940, os quimicos Florey e Chain foram capazes de isolar e purificar essa substancia que veio
a ser conhecida como penicilina (Demain e Elander, 1999). Em 1942, a penicilina G foi
utilizada pela primeira vez em préticas clinicas. Entretanto, a falta da sua atividade confiavel
contra bactérias gram-negativas levou a busca de novos produto com potencial
antimicrobiano e as cefalosporinas foram posteriormente descobertas em 1950 (Sydnor e Perl,
2011). Logo em 1950, a resisténcia de Staphylococcus a penicilina aumentou drasticamente, 0
que alimentou a descoberta de aminopenicilinas como, por exemplo, a ampicilina. Desde
entdo, as taxas de resisténcia antimicrobiana vem crescendo ao longo dos anos, tornando cada
vez mais dificeis de se tratar (Sydnor e Perl, 2011).

Antimicrobianos estdo entre umas das ferramentas mais importantes da medicina.
Entretanto, sua eficicia estd ameacada devido ao aumento da evolucdo da resisténcia
bacteriana (Baym et al., 2016). Desde o principio do desenvolvimento dos antimicrobianos, a
resisténcia bacteriana vem sendo observada e reconhecida como um desafio (Baym et al.,
2016). Em tempos atuais, muitos antimicrobianos que foram pioneiros estéo se apresentando
de certa forma inofensiva aos microrganismos. Até o presente, foi possivel evitar uma crise
mundial atraves de modificacdes de compostos ja existentes, assim como a descoberta de
novas classes de antimicrobianos (Baym et al., 2016). No entanto, a medida que a resisténcia
antimicrobiana sofre um aumento constante, a taxa de descoberta de novos agentes

antimicrobianos vem sofrendo uma queda explicita (Laxminarayan, 2014). Em pleno século
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21, a resisténcia microbiana vem subtraindo aproximadamente 25 e 23 mil vidas na Uniéo
Europeia e Estados Unidos, respectivamente a cada ano (Baym et al., 2016).

Devido ao aumento no numero de infeccBes hospitalares e organismos resistentes a
varios farmacos, muitos outros fatores podem ser importantes a se considerar, incluindo
nestes, a definicdo da necessidade de epidemiologistas de saide. Um exemplo consiste em
intervencbes que venham a causar uma melhora juntamente com as préticas baseadas em
evidéncias. Estudos tém demonstrado que o cumprimento de medidas de prevencdo de
infeccbes, como a higiene das méaos, diminui a transmissdo de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e que o uso de medidas de prevencdo diminui as taxas de infecgdes
associadas a corrente sanguinea (Pittet et al., 2000; Pronovost et al., 2006).

Um total de 22.502 infeccBes associadas a saude, incluindo infecgdes associadas a
corrente sanguinea e pneumonias associadas a ventilacdo, foram descritas ao National Health
Safety Network (NHSN) entre o periodo de janeiro de 2006 a outubro de 2007, em 621
hospitais dos EUA (Edwards et al., 2009). De 2006 a 2007, o NHSN apresentou dados
demonstrando que E. coli e P. aeruginosa, foram 0s organismos gram-negativos mais
frequentemente isolados em infecgdes associadas a salde, juntamente com outros organismos,
tais como K. pneumoniae, espécies de Enterobacter, Acinetobacter baumannii, e Klebsiella
oxytoca (Hidron et al., 2008). Esses dados ainda sugerem que a incidéncia de infeccOes
hospitalares devido a bactérias gram-negativas sofreu aumento (Lautenbach e Polk, 2007).
Um estudo ainda mais recente descreveu o aumento na sadude primaria de 15% em 1999, para
24%, em 2003, devido a infeccBes sanguineas causadas por bactérias gram-negativas
(Albrecht et al., 2006).

A proporcao de bactérias gram-negativas resistentes a antimicrobianos convencionais
vem sofrendo aumento durante os anos. Dados nacionais demonstram um aumento
significante de resisténcia a multiplos farmacos em varias espécies incluindo K. acinetobacter
e Pseudomonas spp. (National Nosocomial Infections Surveillance, 2004; Paterson, 2008).
Em estudos recentes de isolados de K. pneumoniae, P. aeruginosa, e A. baumannii, foram
reportados a Rede Nacional de Seguranca e Saude (RNSS), de janeiro de 2006 a dezembro de
2008, que mais que 60% dos isolados foram documentados como multirresistentes a
antimicrobianos convencionais (Kallen et al., 2010).

Em um hospital, a susceptibilidade a ciprofloxacina, que pode ser um agente com
cobertura amplo a gram-negativas, caiu de 86% para 76% ao longo de 5 anos e a resisténcia
de microrganismos a beta-lactimicos de amplo espectro e Enterobacteriaceae a

carbapenemase vem sendo descritas globalmente (Neuhauser et al., 2003; Hawkey e Jones,
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2009). Vem sendo reportado que os fatores de risco mais importantes para a colonizagdo ou
infeccbes por bactérias gram-negativas multirresistentes entre adultos e criancas pode ser a
residéncia em instalacdes de cuidados de longa duracdo ou centro de reabilitacdo, tratamento
com antimicrobianos nos ultimos 3 meses e hospitalizacdo nos ultimos 3 meses (Nseir et al.,
2010). Riscos adicionais a infecgdo e colonizacdo por bactérias negativas multirresistentes
incluem imunossupressdo, hospitalizacdo por 5 dias ou mais, participacdo de dialise cronica,
terapia de infusdo em casa ou tratamento de feridas nos ultimos 30 dias (American Thoracic e
Infectious Diseases Society Of, 2005). Nas estruturas de cuidados de saude moderna, a
transicdo de pacientes por varias instalacdes e cuidados agudos de longo prazo em hospitais
implicam em uma fonte de surtos regionais de infecgdes por bactérias gram-negativas
multirresistentes (Munoz-Price, 2009).

Infeccbes devido a bactérias resistentes a antimicrobianos levam a um aumento da
morbidade, mortalidade e custos adicionais aos hospitais (Cosgrove, 2006). Um estudo com
pacientes cirdrgicos, comparando pacientes com bactérias gram-negativas resistentes a gram-
negativas ndo resistentes, demonstrou que as infeccBes gram-negativas resistentes estdo
associadas com maiores custos medios (US$80,500 contra US$29,604) e maior tempo de
estadia nos hospitais (29 contra 13 dias) (Evans et al., 2007). Sendo assim, vale a pena a
discussdo sobre o impacto significativo da morbidade, da mortalidade e dos cuidados de satde

associados.

Alvos celulares para antimicrobianos

Biossintese de parede celular

O peptideoglicano presente na camada de parede celular bacteriana pode conferir
forca a essa estrutura, sendo formado por uma malha de peptideoglicanos ligados
covalentemente (Walsh, 2000). Uma vez que, uma maior quantidade da cadeia de peptideos
adjacentes se encontram conectadas por acdo de transpeptidases, uma maior resisténcia
mecanica a lise osmdtica também pode ser mais presente. As transglicosilases por sua vez
atuam em cadeias de glicanos visando estender os cadeias de agucares a partir da
incorporagdo de unidades de  peptideoglicanos a partir de lipideos tipo 2 (N-
acetilglucosamina-b-1,4-N-acetilmuramil-pentapeptideo-pirofosforil-undecaprenol)  (Walsh,
2000). As enzimas que possuem os dominios de transpeptidases e transglicosilases tem sido
os alvos utilizados pelas penicilinas e cefalosporinas, que agem como pseudosubtratos,

acilando os sitios das transpeptidases (denominadas proteinas de ligacdo & penicilina). As
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transpeptidases podem ser desaciladas muito lentamente, ocupando assim os sitios ativos das
enzimas, evitando que acontega a reticulacdo normal das cadeias peptidicas nas camadas de
peptideoglicanos, tornando-as assim mais fracas mecanicamente, ficando susceptiveis a lises e
mudangas osmoticas (Walsh, 2000).

Além das penicilinas e cefalosporinas, os antimicrobianos da familia das
vancomicinas também atuam na segmentacdo da camada de peptideoglicanos da parede
celular bacteriana. Entretanto, ao invés de redirecionar as enzimas relacionadas na reticulacao
peptidica, as vancomicinas se ligam ao substrato peptidico, impedindo que este reaja com as
transpeptidases e transglicosilases (Williams, 1996). O efeito desse processo, onde ha falta da
reticulagdo dos peptideoglicanos, leva a um enfraquecimento da parede levando a uma morte
celular devido a lise bacteriana. A superficie inferior da vancomicina pode ser capaz de fazer
cinco ligacdes de hidrogénio com a por¢do terminal dipeptidica (D-Ala-D-Ala) das cadeias
laterais dos peptideoglicanos. Tal processo explica a afinidade da vancomicina com seu alvo,
tanto nas paredes reticuladas, quanto nos lipideos tipo 2. Sendo assim, os f-lactamicos e as
vancomicinas funcionam em etapas adjacentes (substrato e enzima), demonstrando sinergia

guando administradas em conjunto (Walsh, 2000).

Sintese de proteinas

O maquinéario para a producdo de proteinas e RNA ribossdmicos de organismos
procariotos pode ser essencialmente diferente do maquinario analogo em eucariotos, que
possuem diversos inibidores de sintese de proteinas, tendo como alvo Vvarios passos
envolvidos no funcionamento dos ribossomos, com acdo antibacteriana seletiva (Walsh,
2000). Esses inibidores de sintese de proteinas incluem importantes antimicrobianos, tais
como a classe das eritromicinas (Brisson-Noel et al., 1988), tetraciclinas (Knabe, 1985) (que
podem ser produtos de vias biosintéticas de policétidos aromaticos) e os aminoglicosideos
(Fourmy et al., 1996) (dos quais a estreptomicina foi o primeiro a ser descoberto, sendo
substituido posteriormente por variantes sintéticas como a canamicina). Devido as varias
etapas relacionadas na iniciagcdo, alongamento e no término da montagem de moléculas
proteicas feitas pelos ribossomos, muitos podem ser os locais de ligacdo ou catélise que
podem ser interrompidos por essas classes de antimicrobianos que inibem a sintese de
proteinas (Walsh, 2000). Essa grande multiplicidade de passos associados a sintese de
proteinas, também proporciona um maior numero de alvos para novos antimicrobianos como

os oxazolidinonas (Kloss et al., 1999), aprovada nos EUA no primeiro trimestre de 2000.
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Reparo e replicacdo de DNA

As fluoroquinolonas, assim como as ciprofloxacinas, sdo antimicrobianos sintéticos
que atuam destruindo bactérias a partir da inativacdo da enzima DNA girase que pode ser a
enzima responsavel por desenrolar o entrelagamento circular do DNA bacteriano de dupla
hélice que se forma apds cada rodada de replicacdo de DNA (Walsh, 2000). As DNA girases
sdo topoisomerases, que podem ser classificadas como tipo 1 ou tipo 2, onde, as do tipo 1
produzem a ruptura em cadeias de DNA permitindo o giro da cadeira que foi rompida sobre a
cadeia que se manteve intacta, conservando a energia do rompimento da ligacdo fosfodiéster.
As do tipo 2 por sua vez, quebram as duas cadeias de DNA ao mesmo tempo, introduzindo ou
retirando as hélices de DNA (Walsh, 2000). As girases bacterianas estdo dentre as
topoisomerases do tipo 2, onde a quebra da dupla fita de DNA envolve a ligacao reversivel
das extremidade 5° do DNA clivado aos residuos de tirosina em cada uma das duas
subunidades (GyrA e GyrB) de girases (Maxwell, 1997).

Os antimicrobianos das classes das quinolonas, assim como as ciprofloxacinas, atuam
na inibicdo dos mecanismos de DNA girase, agindo formando um complexo com enzima e a
fita dupla de DNA clivada que é ligada por ligagdes covalentes as subunidades de Girase A
(Walsh, 2000). Nos complexos de ciprofloxacina, as girases ndo religam o DNA clivado e
como consequéncia, as fitas de DNA clivadas se acumulam e desencadeiam o mecanismo de
reparo que leva a morte bacteriana (Walsh, 2000). Sendo assim, dentre os trés alvos
principais, os antimicrobianos utilizam as diferencas bioquimicas entre o maquinario dos

procariotos e eucariotos para a sua atuacao seletiva.

Mecanismos de resisténcia bacteriana

Bactérias muitas vezes se apresentam intrinsicamente resistentes a certos
antimicrobianos, mas também tem a capacidade de adquirir essa resisténcia através de
mutacdo em seus genes cromossomicos ou por transferéncia horizontal de genes, sendo que
esses microrganismos podem continuar a crescer normalmente na presenca de
antimicrobianos, enquanto o crescimento das bactérias sensiveis pode ser interrompido (Baym
et al., 2016). Assim sendo, as bactérias resistentes crescem rapidamente e se espalham por
toda a populacéo, superando as bactérias sensiveis, tornando assim o farmaco ineficaz (Baym
et al., 2016). A resisténcia intrinseca de espécies bacterianas a certos tipos de

antimicrobianos, pode ser a capacidade dessa populacdo de bactéria de resistir a acdo desses
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antimicrobianos, sendo essa capacidade devido a caracteristicas estruturais ou funcionais que
podem ser inerentes (Blair et al., 2015). Além dessa resisténcia inerente que as bactérias
possuem, estas também podem adquirir e desenvolver resisténcia a antimicrobianos. Tal
resisténcia pode ser devido a varios mecanismos, se dividindo em trés principais: primeiro,
existem aqueles que diminuem as concentragOes intracelulares de antimicrobianos, como
resultado de uma fraca entrada na bactéria ou ainda pela expulsdo dos antimicrobianos;
segundo, existem aqueles que modificam o alvo das moléculas dos antimicrobianos através de
mutacdes génicas ou de modificacBes pos-traducionais desses alvos; e por Gltimo, existem
aqueles que inativam as moléculas de antimicrobianos através de hidrolises ou outras

modificagdes (Blair et al., 2015).

Interrupcéao de acesso ao alvo

Em relacdo as espécies de bactérias gram-positivas, as gram-negativas podem ser
morfologicamente menos acessiveis a muitos antimicrobianos, devido a permeabilidade de
sua membrana externa (Kojima e Nikaido, 2013). As moléculas de antimicrobianos
hidrofilicas atravessam a membrana externa das bactérias através de difusdo por meio de
proteinas de membrana externa (porinas) (Figura 2). Em grande parte das Enterobacteriaceae,
as principais porinas, como as proteinas de membrana externa OmpFs e OmpCs de E. coli,
funcionam como canais nao especificos; porém, evidéncias anteriores sugerem que tais sitios
de ligacdo de farmacos podem estar incorretos (Kojima e Nikaido, 2013; Tran et al., 2013).
Consequentemente, a limitacdo da entrada de antimicrobianos nas células bacterianas, assim
como a reducdo da permeabilidade da membrana externa podem ser resultado da regulacao
negativa de porinas ou pela substituicdo dessas por canais com mais seletividade, sendo que
tal mecanismo de resisténcia intrinseca a antimicrobianos por bactérias gram-negativas ja foi
revisado (Tamber e Hancock, 2003; Blair et al., 2015). No entanto, estudos mais recentes
demostraram que em Enterobacteriaceaes como Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. as
reducbes de expressdo de porinas contribuem fortemente para a resisténcia de novos
medicamentos como carbapenemases e cefalosporinas, que possuem a resisténcia devido a
degradacéo enzimatica (Baroud et al., 2013; Lavigne et al., 2013).

Bombas de efluxo de bactérias tem a capacidade de transportar ativamente muitas
classes de antimicrobianos para o meio extracelular, contribuindo amplamente para a
resisténcia intrinseca de bactérias gram-negativas a muitos medicamentos (Figura 2). Quando

essas bombas de efluxo séo superexpressas em bactérias, essas podem contribuir grandemente

22



para a resisténcia a antimicrobianos que anteriormente eram clinicamente Uteis (Blair et al.,
2015). Algumas bombas de efluxo possuem uma especificidade de substrato (Bombas Tet),
entretanto muitas das bombas de transporte possuem um amplo espectro de substrato, sendo
conhecidas como bombas de efluxo de resisténcia a multiplos farmacos (RMF) (Blair et al.,
2015). Embora todas as bactérias possuam genes que codificam bombas de efluxo RMF em
seus cromossomos, alguns foram adicionados aos plasmideos, que podem ser transferidos
para outras bactérias. Genes que codificam novas bombas de efluxo do tipo tripartite
resistance nodulation division (TRND), foram recentemente descobertas em plasmideos
IncH1 isolados de cepas de Citrobacter freundii, que também continham genes para a enzima
New Delhi metallo-g-lactamase 1 (NDM1) de clivagem de antimicrobianos (Dolejska et al.,
2013). Essa familia de bombas TRND que estdo dentre as bombas RMF, sdo encontradas em
bactérias gram-negativas sendo as mais caracterizadas dentre as clinicamente relevantes
bombas de efluxo RMF, que, quando superexpressas, exportam uma grande quantidade de
substratos para fora das células bacterianas, podendo ser exemplificadas como as bombas de
efluxo AcrB em E.coli e MexB em P. aeruginosa (Piddock, 2006; Blair et al., 2015).
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Figura 2. Mecanismos intrinsecos de resisténcia. A figura demonstra uma visdo geral dos mecanismos de
resisténcia intrinseca. O exemplo mostrado é de antimicrobianos do tipo p-lactamico tendo como alvo uma
proteina de ligacdo a penicilina (PLP). O antimicrobiano A pode entrar na célula através de uma proteina
porina, alcancando seu alvo inibindo a sintese de peptideoglicanos. O antimicrobiano B também pode
entrar na célula através de uma porina, mas ao contrdrio do antimicrobiano A, ele pode ser
eficientemente removido por bombas de efluxo. O antimicrobiano C ndo pode atravessar a membrana
externa e, portanto, ndo consegue acessar a PLP alvo.
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O entendimento do mecanismo de superexpressdo se apresenta importante, uma vez
que esse mecanismo pode ser comum em cepas de isolados clinicos e um conhecimento desse
tipo de mecanismo permite o estudo de nova terapias para burlar a producao de proteinas de
efluxo (Blair et al., 2015). A transcricdo desses genes codificantes de bombas de efluxo pode
ser controlada por reguladores locais que estdo localizados ao lado dos genes de bomba de
efluxo e também por reguladores globais que apresentam funcdes biolégicas mais amplas
(Blair et al., 2015). Além disso, altos niveis de expressdo de genes de efluxo encontrado em
bactérias resistentes a multiplos farmacos muitas vezes estdo relacionado a mutacGes nas
redes reguladoras que controlam a expressdo dessas bombas de efluxo (Blair et al., 2015).
Entretanto, o0 mecanismo mais comum relacionado a inducdo da expressdo de genes de
bombas de efluxo, é a ligacdo direta de moléculas antimicrobianas a genes de transcricao de
proteinas repressoras, que diminui a ligacao do repressor ao DNA alvo (Blair et al., 2015). O
entendimento molecular da inducdo de bombas de efluxo permite o desenvolvimento de
moduladores quimicos que visam a diminuicdo dessas bombas, que poderiam ser usados em

conjunto com antimicrobianos em novas estratégias terapéuticas.

Modificacdo de alvo de antimicrobianos

Grande parte dos antimicrobianos atuam se ligando em seus alvos através de ligacfes
especificas de alta afinidade, neutralizando a atividade dos mesmos. Mudancas
conformacionais dos alvos impedem a ligacdo dos antimicrobianos de forma eficiente, o que
permite que esses alvos ainda desempenhem suas fung¢bes normais, conferindo assim
resisténcia a bactérias (Blair et al., 2015). Durante o processo de infec¢do, geralmente estdo
presentes grandes populacfes de patdgenos, onde, a presenca de uma Unica mutacdo nos
genes que codificam os alvos dos antimicrobianos, podem conferir resisténcia a esses,
fazendo com que cepas que possuem essas mutacdes possam se proliferar livremente (Blair et
al., 2015). Genes codificantes de alvos de antimicrobianos existem em varias copias nos
genomas bacterianos, como a subunidade 23S dos ribossomos de bactérias gram-positiva que
podem ser alvos dos antimicrobianos oxazolidinona como o linezolid. Outro exemplo
associado a modificacGes de alvos de antimicrobianos é a aquisi¢do de genes homologos aos
dos alvos originais, como acontece em S. aureus resistentes a meticilina (SARM), onde, a
resisténcia a meticilina pode ser conferida devido a aquisicdo do elemento do cromossomo
staphylococcal cassette mec (SCCmec). Esse elemento carrega genes de mecA que codifica a

proteina PBP2a insensivel a f-lactamicos; esta proteina permite que a biossintese da parede
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celular aconteca apesar da proteina PBP nativa ser inibido na presenca de antimicrobiano
(Katayama et al., 2000).

Protecbes do alvo de antimicrobianos através de modificagdes também pode ser um
meio eficiente de bactérias se tornarem resistentes a antimicrobianos (Figura 3), aléem de nédo
requererem alteracdes por meio de mutacdes nos genes que codificam os alvos dos
antimicrobianos. Recentemente, a protecdo de alvos tem sido colocada como relevantes
mecanismos de resisténcia a varios tipos de antimicrobianos; a familia de genes de
eritromicina ribossémicas metilases (erm), alteram os sitios de ligacdo de medicamentos (16S
rRNA) por metilagdo, prevenindo a ligagdo de licosaminas e estreptograminas (Kumar et al.,
2014).

Os antimicrobianos das classes dos aminoglicosideos tem a capacidade de inibir a
sintese proteica se ligando ao cromossomo das bactérias. Um dos mecanismos de resisténcia a
aminoglicosideos pode ser a modificacdo dos ribossomos através de metilacdo (Figura 3).
Antes ndo se pensava que esse mecanismo fosse clinicamente relevante, entretanto, as
enzimas responsaveis por essa metilacdo foram recentemente encontradas em varios
patdgenos bacterianos; por exemplo, temos o gene ArmA que codifica metiltransferases, que
foram isoladas de Enterobactérias em toda América do Norte, Europa e india, além dos genes
rmt que codificam outras metiltransferases que foram descobertas na Américas do Norte,
Central e Sul, e também na India (Fritsche et al., 2008; Hidalgo et al., 2013; Blair et al.,
2015). As polimixinas, A e E (conhecidas como colistinas) sdo peptideos antimicrobianos
ciclicos com longas caudas hidrofébicas que tem agdo contra bactérias gram-negativas (Cai et
al., 2012). A atividade das colistinas é baseada da ligacdo dessas moléculas aos
lipopolisacarideos (LPS), onde, suas cadeias hidrofébicas destroem ambas as membranas
celulares das bactérias (Kumar et al., 2014). Devido a falta de terapias alternativas nos
ultimos anos, a colistina foi bastante utilizada no tratamento de infecgdes causadas por P.
aeruginosa, Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae multirresistentes. Como consequéncia,
houve o desenvolvimento de resisténcia a esse medicamento, que pode ser frequentemente
associada a mudancas nas expressdes dos reguladores que alteram a producdo de LPS,

resultando em alteragdes nesses alvos, reduzindo a ligacdo do farmaco (Cai et al., 2012).
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Figura 3. Modificacdo de alvo de antimicrobianos. A. Hospedeiro susceptivel em que um antimicrobiano
pode se ligar firmemente ao seu alvo especifico e exercer um efeito inibitdrio. B. Muta¢do ou
recombinacéo do sitio alvo gerando um alelo mosaico resultando em um alvo com afinidade reduzida para
0 antimicrobiano, que néo se liga de forma eficiente e, portanto, tem um efeito reduzido ou insignificante.

C A modificacdo do alvo por adicdo de um grupo quimico também pode prevenir a ligacdo de
antimicrobianos sem alterar a sequéncia da proteina priméria do alvo, o que retém a sua atividade.

Antimicrobianos das classes das daptomicinas atuam especificamente em fosfolipidios
anidnicos das membranas citoplasméticas de bactérias gram-positivas, que na presenca de
ions de calcio, se inserem na membrana causando despolarizacdo e extravasamento do
contetdo intracelular (Randall et al., 2013). Em S. aureus, a resisténcia a daptomicinas ocorre
devido a mutagdes no gene mprF (codificantes de resisténcia a peptideos), que resulta na
remodelagem dos fosfolipidios da membrana, que por sua vez altera a carga membranar,

reduzindo a ligacdo das moléculas de daptomicinas (Mishra et al., 2013).
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Modificacdo direta em antimicrobianos

A catalise enzimatica de antimicrobianos, pode ser um mecanismos importante de
resisténcia microbiana a antimicrobianos que tem sido relevantes desde a descoberta da
penicilina (uma P-lactamase), em 1940 (Abraham e Chain, 1988) (Figura 4). Milhares de
enzimas ja foram identificadas com a capacidade de degradar antimicrobianos de diferentes
classes, dentre eles; B-lactamicos, aminoglicosideos, fenicois e macrolideos. Além disso,
existem também subclasses de enzimas que tem a capacidade de degradar antimicrobianos
dentro de uma mesma classe, como por exemplo os antimicrobianos B-lactamicos como
penicilinas, cefalosporinas, clavams, carbapenémicos e monobactamicos, que podem ser
hidrolisados por uma gama diversificada de PB-lactamases (Livermore, 2008; Nordmann,
Poirel, Walsh, et al., 2011; Woodford et al., 2011). As primeira B-lactamases possuiam acdo
somente contra B-lactdmicos de primeira geracdo, Entretanto, o surgimento de p-lactamases
de espectro estendido (BLEE) e carbapenemases, incluindo as imepenemases, K. pneumoniae
carbapenemases (KPC), oxacilinases, enzimas New Delhi metalobetalactamases (NDM) em
bactérias gram-negativa como K. pneumoniae, E. coli, P. pneumoniae e A. baumannii,
resultou no surgimento de isolados resistentes a todos os B-lactamicos, implicando em um
problema no tratamento de infecgdes graves em pacientes hospitalares (Johnson e Woodford,
2013; Voulgari et al., 2013).

Com o0 aumento do numero de bactérias carregadores dos genes de B-lactamases de
espectro estendido (BLEE), o uso de carbapenemases no ambiente clinico sofreu aumento nos
ultimos anos e, como consequéncia, um namero crescente de isolados clinicos que possuem
genes que codificam f-lactamases com atividade de hidrolise de carbapenémicos
(carbapenemases) tem sido encontrados (Queenan e Bush, 2007; Tzouvelekis et al., 2012). As
carbapenemases incluem principalmente membros da classe A, B e D de B-lactamases. Uma
caracteristica destas enzimas é a capacidade de inativar uma ampla gama de B-lactamicos,
incluindo carbapenémicos e cefalosporinas de amplo espectro (Blair et al., 2015). A
disseminacdo de carbapenemases ocorreu de maneira diferente como exemplificado pelos
genes de kpc e ndm. As KPCs serino carbapenamases foram encontradas primeiramente em
1996 (Yigit et al., 2001), sendo descritas desde entdo em varias Enterobacteriaceae
(Deshpande et al., 2006). O gene de kpc pode ser transferido através do plasmideo, sendo
relacionado a clones dominantes de K. pneumoniae produtores de KPC (ST258), que pode ser
encontrado em todo mundo (Qi et al., 2011). Esse gene pode ser carregado no plasmideo

pKP-Qil ou em variantes proximas, onde ha a substituicdo de um Unico aminoécido,
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mantendo ainda a atividade similar (Leavitt et al., 2010). As carbapenemases NDM foram
descritas primeiro na india em 2009 (Kumarasamy et al., 2010), se tornando bastante
difundidas em bactérias gram-negativas, tais como A. baumannii, K. pneumoniae e E. coli em
todo mundo (Blair et al., 2015). NDMs conferem resisténcia a todos os B-lactamicos com
excecdo dos aztreondmicos. Seus genes foram frequentemente descobertos em plasmideos
conjugativos de amplo espectro pertencentes a diversos tipos de replicons (IncA, IncC, IncF,
IncHI1 e IncL-IncM) (Walsh et al.,, 2011; Giske et al., 2012; Kumarasamy e
Kalyanasundaram, 2012), e em conjunto com outros genes de resisténcia (Nordmann, Poirel,
Carrer, et al., 2011). Isolados clinicos que produzem NDM foram identificados em muitas
espécies, com seus genes localizados tanto em plasmideos quando nos cromossomos dos

hospedeiros, podendo se mover em ambos com uma alta frequéncia (Shakil et al., 2011).

A. Microrganismo
susceptivel

B. Inativa¢io

por hidrolise

Proteina
alvo

C. Inativacio
por adicio de
composto

Figura 4. Interacgdes diretas com antimicrobianos. A. Hospedeiro susceptivel com um alvo que pode ser
efetivamente inibido por um antimicrobiano. B. Aquisi¢do e producdo de uma enzima que destréi o
antimicrobiano (por exemplo, B-lactamases) evitando a ligacdo ao alvo e conferindo resisténcia. C.
Aquisicéo e producdo de uma enzima que modifica a estrutura do antimicrobiano (por exemplo, enzimas
modificadoras de aminoglicosideos) também pode impedir a ligacédo ao alvo e conferir resisténcia.
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Uma das formas de bactérias se tornarem resistentes a antimicrobianos pode ser pela
adicdo de grupos quimicos a locais mais vulneraveis nas moléculas dos antimicrobianos, o
que impede que esses antimicrobianos se liguem em suas proteinas alvo como resultado de
um impedimento estérico (Figura 4). Varios grupos quimicos diferentes podem ser
transferidos & antimicrobianos, tais como, grupamentos acil, fosfato, nucleotideo e ribitoil,
sendo que as enzimas responsaveis por essa acdo, sao uma ampla e diversificada familia de
enzimas de resisténcia a antimicrobianos (Wright, 2005). Antimicrobianos do tipo
aminoglicosideos sdo bastante susceptiveis a modificacdes por terem a tendéncia de ser
moléculas grandes com vérios grupos amida e hidroxila expostos (Blair et al., 2015). As
enzimas modificadoras de aminoglicosideos conferem altos niveis de resisténcia aos
antimicrobianos que sdo modificados por elas. Trés classes de enzimas sdo as principais
atuantes nessa modificacOes: acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotideostransferases.
Essas classes de enzimas podem ser evolutivamente diversas, variando nos tipos de
aminoglicosideos que sdo capazes de modificar, assim como a porcdo dessas moléculas que
podem ser modificadas (Norris e Serpersu, 2013). Uma descoberta recente e preocupante foi
uma nova ilha genémica em Campylobacter coli isoladas de frangos de corte na China; esta
ilha gendmica codifica seis enzimas que possuem a capacidade de modificar
aminoglicosideos, incluindo os membro das trés classes, conferindo resisténcia a varios
aminoglicosideos (incluindo gentamicinas) diferentes que podem ser usados no tratamento de

infeccdes por Campylobacter (Qin et al., 2012).

Peptideos antimicrobianos como alternativa a antimicrobianos

convencionais

Como discutido anteriormente, a resisténcia de microrganismos a antimicrobianos
convencionais vem se tornando uma grande preocupagdo em todo o mundo e algumas formas
foram descritas a fim de minimizar essa intensa crise mundial. Portanto, como estratégia de
controle a esses nNovos super-microrganismos, 0s peptideos antimicrobianos se apresentam
como uma alternativa diferente. Peptideos antimicrobianos (PAMSs) sdo moléculas defensivas
existentes no reino animal e vegetal, exibindo forte atividade antimicrobiana contra um amplo
espectro de microrganismos, como bactérias gram-negativas e positivas, fungos, parasitas e
virus, através de varios mecanismos de acdo diferentes (Andreu e Rivas, 1998). Além de

demonstrar efeitos antimicrobianos diretos, os PAMs ainda tém a capacidade de controlar
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respostas imunes adaptativas e inatas, gerando um acumulo de células imunes como
macrofagos e linfdcitos, além de anular os efeitos toxicos das endotoxinas lipopolissacaridicas
de bactérias Gram-negativas, estimulando angiogénese (Kai-Larsen e Agerberth, 2008;
Laverty et al.,, 2011). PAMs podem ser ainda capazes de destruir microrganismos com
grandes resisténcias a antimicrobianos convencionais, uma vez que esses podem ser mortos
por acdo direta e rapida dessas moléculas (Zasloff, 2002; Aoki et al., 2012). Em conjunto, 0s
PAMSs possuem diversos beneficios no tratamento de infecgdes, por isso, o desenvolvimento
de PAMs tem sido considerado como uma estratégia promissora para a geracdo de novos
antimicrobianos.

PAMs que ocorrem naturalmente na natureza podem se apresentar como polipeptideos
curtos, onde seus comprimentos podem variar até cerca de 50 residuos de aminoacidos
ligados atraves de ligacOes peptidicas (Kang et al., 2014; Da Costa et al., 2015). Em geral
possuem entre +2 e +9 residuos de aminodacidos basicos, como Arginina (Arg), Lisina (Lys) e
Histidina (His) (Hancock e Scott, 2000). Embora PAMs se apresentem ndo estruturados em
solugdes aquosas, em ambientes miméticos de membranas, os PAMs adotam uma estrutura
induzindo uma anfipaticidade significativa, onde, seus residuos hidrofébicos se mantem de
um lado da molécula e seus residuos hidrofilicos do lado oposto, permitindo que esses PAMs
interajam seletivamente com a carga negativa das membranas externas das bactérias (Nguyen
et al.,, 2011). Em dultima andlise, a integridade da barreira citoplasmatica bacteriana fica
comprometida devido a adsor¢do dos PAMs que podem ser difundidos para as superficies
carregadas negativamente das membranas microbianas dentro das quais podem ser
encontrados polimeros &cidos, como lipopolissacarideos e acidos teicoicos (Hancock e
Lehrer, 1998). A interacdo especifica dos PAMs com a membrana bacteriana resulta no
vazamento do conteGdo da célula bacteriana. Em contraste, os PAMs positivamente
carregados tém dificuldade em se ligar a membrana celular de mamifero, uma vez que a
composicdo da membrana celular se mostra bastante diferente da membrana bacteriana. Em
comparacdo com a membrana bacteriana, os fosfolipidios neutros, como fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e/ou esfingomielina, podem ser abundantes na membrana celular de
mamifero (Gentilucci et al., 2006).

Os PAMs podem apresentar um elevado grau de especificidade, o que pode ser
atribuido as estruturas complexas de sua forma labil, e ainda sua estrutura quaternaria
formada ao interagir com o alvo (Da Costa et al., 2015). A toxicidade atribuida a esses

peptideos geralmente pode ser baixa, uma vez que eles tendem a possuir uma interacdo
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especifica com seus alvos moleculares e podem ser facilmente metabolizados devido a sua
composicdo feita de residuos de aminoécidos (Da Costa et al., 2015).

H& um crescente interesse por esses peptideos por parte das inddstrias farmacéuticas
quando se fala em desenvolvimento de novos medicamentos, que vém se intensificando
devido a uma aceitagdo crescente dessas proteinas terapéuticas por parte de médicos e
pacientes (Da Costa et al., 2015). Alguns blockbusters ja ultrapassaram a marca de mais de
meio bilhdo de dolares em vendas destes novos agentes terapéuticos. Em 2011, a Lupron®
(leuprolideacetate) atingiu vendas globais de 800 milhdes de dolares. No mesmo ano, a
Zoladex® (goserelinacetate) teve uma venda mundial de 1,2 bilhdes de ddlares, e a copaxone®
(glatirameracetate) superou os 4 bilhdes de dolares em 2012. Compreensivelmente, isso
gerou uma corrida por farmacos a base de peptideos (Da Costa et al., 2015). O ano de 2012
foi particularmente prolifico em termos de aprovacdo de medicamentos a base de peptideos,
com cinco medicamentos autorizados para comercializacdo, tanto nos EUA e na Unido
Europeia, sendo essas: lucinactant (Discovery Labs), pasireotido (Novartis), carfilzomib
(Onyx Pharmaceuticals), linaclotide (Forest Laboratories) e teduglutide (NPS
Pharmaceuticals) (Da Costa et al., 2015). Os prdoximos anos deverdo entregar muitos mais,
pois varios compostos ja estdo em estudos clinicos de estagio tardio (Kaspar e Reichert,
2013).

Principais classes estruturais de PAMs

Peptideos antimicrobianos podem ser classificados basicamente em trés grandes
classes baseados em suas estruturas: a-helicoidais, folhas-p e peptideos antimicrobianos sem
estruturas definidas (Mcphee e Hancock, 2005) (Figura 5). Os PAMs a-helicoidais
compreendem as pardaxinas (Ting et al., 2014), dermasseptinas (Nicolas e EI Amri, 2009), e
as tdo estudadas LL-37 (Wang et al., 2014). Os peptideos anfipaticos, na natureza, podem
formar estruturas o-helicoidais na presenga de membranas modelo ou em solugdo aquosa
(Ahmad et al., 2012). Os PAMs em estruturas de folhas-p podem ser caracterizados pela
presenca de duas ou mais folhas, esses PAMs estdo ligados pela formacdo de pontes
dissulfeto incluindo as a-, B-, e 8-defensinas (Mcphee e Hancock, 2005; Kountouras et al.,
2014). Por fim, os peptideos sem estrutura definida sdo peptideos que podem ser ricos em
histidinas, argininas ou glicinas (Ahmad et al., 2012). Exemplos incluem indolicidinas (Shaw
et al., 2006), histatinas (Huo et al., 2011) e drosocinas (De Visser et al., 2005), entre outros.
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Figura 5. Estruturas tridimensionais representativa das diferentes classes de PAMs. A. Pardaxina
(PDB:2KNS). B. p-defensina (PDB:1KJ5). C. Indolicidina (PDB: 1QXQ)

PAMs com estruturas em a-hélices

Os peptideos anfipaticos, na natureza podem formar estruturas a-helicoidais na
presenca de membranas modelo ou em solucdo agquosa e muitas vezes esses peptideos
apresentam uma ligeira dobra no centro da molécula (Ahmad et al., 2012). Em um estudo,
essa dobra foi decisiva para a seletividade da molécula, o que suprimiu a atividade hemolitica
(Zhang et al., 1999). As magaininas sdo um Otimo exemplo dessa classe estrutural de
peptideos, sendo isoladas de pele de sapos africanos Xenopus leavis, as magaininas 1 e 2
possuem 23 residuos de aminoacidos e uma leve atividade antimicrobiana (50 pg.ml™?)
(Zasloff, 1987). A estrutura da magainina 2 foi elucidada através de RMN na presenca de
micelas de DPC e SDS, apresentando uma conformacao anfipatica e helicoidal, com uma leve
curvatura no centro, nos residuos 12 e 13 (Gesell et al., 1997). O mecanismo de ac¢do de
magaininas foi proposto por promover a permeabilizacdo das membranas bacterianas levando
a ruptura. Esse mecanismo pode ser apoiado pela observacdo de que ndo existem diferencas
na atividade entre os peptideos d- e l-enantioméricos, descartando o envolvimento de um
receptor quiral ou uma enzima como alvo (Wade et al., 1990; Matsuzaki, 1998). O modelo
proposto para explicar o mecanismo de acdo da magainina 2 segue 0 modelo de agregacéo
micelar, onde as magaininas interagem com os fosfolipidios carregados negativamente
formando poros transientes tornando a membrana bacteriana permeavel (Matsuzaki et al.,
1997). Esse sistema foi demostrado em sistemas modelo, onde a despolarizacdo foi induzida
em membranas modelo e E. coli (Juretic et al., 1994; Matsuzaki et al., 1995).

As cecropinas foram os primeiros PAMSs indutiveis de origem animais a serem
caracterizados, sendo isolados de hemolinfa de lepiddpteros (mariposas) e dipteros (moscas)
previamente desafiadas com bactérias (Hultmark et al., 1980; Steiner et al., 1981). Esses
peptideos possuem entre 35-40 residuos de aminoacidos e uma regido N-terminal helicoidal
bésica, separados por uma dobradica flexivel de uma por¢do C-terminal com caracteristicas
mais hidrofobicas (Tossi et al., 2000). Geralmente essas classes de PAMSs se encontram
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sempre amidadas em seu C-terminal e podem ser ativos principalmente contra bactérias gram-
negativas. Entretanto o espectro de sua atividade varia consideravelmente, de modo que as
cecropinas A e B podem ser também ativas contra bactérias gram-positivas e fungos, sendo
ainda inativos contra células de origem animal em concentragdes antimicrobianas (De Lucca e
Walsh, 1999; Tossi et al., 2000).

Peptideos em conformacéo helicoidal foram encontrados em varias espécies de peixes.
As pardaxinas consistem em componentes neurotdxicos encontrados nas secre¢des toxicas de
diferentes espécies de Red Sea flat fish (Pardachirus marmoratus), também conhecido como
linguado (Oren e Shai, 1996). Esses peptideos possuem caracteristicas hidrofobicas se
assemelhando as melitinas em atividade e estrutura, possuindo uma regido N-terminal
hidrofobica articulada e uma por¢cdo C-terminal polar, sendo ativas contra bactérias gram-
negativas, porém sendo cerca de 10 vezes menos ativas contra bactérias gram-positivas e
eritrécitos (Saberwal e Nagaraj, 1994). Estudos de RMN de fase sdlida mostraram que,
quando a pardaxina € inserida em bicamadas lipidicas como DMPC (1,2-dimyristoil-
fosfatidilcolina), ela possui uma orientacao transmembranar. Em contrapartida, em bicamadas
lipidicas com caudas hidrofébicas mais longas, a pardaxina possui uma orientacdo mais
superficial. Essas caracteristicas se ddo por conta do comprimento da cauda hidrofébica do
peptideo, afetando a membrana hidrofébica de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina) e
POPG (1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilglicerol) (Jafari et al., 2017). Hallock e colaboradores
indicaram que o modo de acdo das pardaxinas depende do comprimento da cadeia de acil de
lipidios, levando a um mecanismo de barreira-barragem em DMPC e um mecanismo de tapete
em POPC a pH 4.5 (Hallock et al., 2002).

Amplos estudos sdo realizados com LL-37, sendo estes peptideos de defesa do
hospedeiro um representante da classe das catelicidinas, eles possuem uma ampla variedade
de funcbes, tais como atividade antimicrobiana e papel na imunidade do hospedeiro
(Vandamme et al., 2012). A catelicidina LL-37 pode ser expressa por varios tipos celulares
que estdo susceptiveis a agentes patogénicos, tais como ceélulas epiteliais, intestino, vias
aéreas, superficie ocular ou trato reprodutivo, mas também estdo presentes em células imunes
inatas como neutréfilos, células dendriticas, mastocitos, células natural killers, mondcitos e
macrofagos (Durr et al., 2006). Sua sequéncia primaria, indica uma clara anfipaticidade,
possui 37 residuos de aminoacidos, sendo cationico além de adotar uma conformagdo o-
helicoidal. A LL-37 se liga a membrana celular bacteriana carregada negativamente. Apds a
insercdo ela pode ser capaz de induzir a ruptura da membrana resultando em um efeito

bactericida (Lee et al., 2011). Alem de estar envolvida no sistema imune inato, a LL-37
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também exerce efeito como imunomodulador. Apds as infecgdes, a LL-37 atua como sinal de
alerta, unindo o sistema inato e adaptativo através do recrutamento de células
imunocompetentes para o local da infeccdo (Verjans et al., 2016). Além disso, as LL-37
modulam os niveis de citocinas inflamatorias, controlando o equilibrio entre as respostas anti-
e pré-inflamatorias. Esse efeito complementa seu papel como antimicrobiano endogeno, além
de implicar em varios processos biolégicos fundamentais envolvendo células ndo imunes,
como apoptose, angiogénese, re-epitelizacdo, fechamento de ferida e manutencdo da
integridade da barreira epitelial intestinal (Otte et al., 2009; Barlow et al., 2010; Ramos et al.,
2011).

PAMs com estruturas em folhas-g

As protegrinas estdo entre um dos peptideos mais estudados dentre as pertencentes ao
grupo de folhas-f, sendo elas isoladas de leucdcitos porcinos. Esses PAMs apresentam um
amplo espectro de atividade contra bactérias gram-negativas e positivas, incluindo E.coli, P.
aeruginosa e Neisseria gonnorhoeae (Kokryakov et al., 1993). As protegrinas que aparecem
naturalmente na natureza possuem entre 16-18 residuos de aminoé&cidos, sendo ricas em
residuos carregados de arginina. As protegrinas possuem a presenca de duas folhas-f
antiparalelas estabilizadas por duas pontes dissulfeto entre si. A estrutura em solucdo da
variante de protegrinas mais comum que ocorre naturalmente, denotada PG-1
(RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH>), é mostrada e teve sua estrutura baseada no estudo de
RMN conduzido por Fahrner e colaboradores (Fahrner et al., 1996). Foi demostrado que as
ligacGes dissulfeto nesses PAMs, impdem restricdes rigidas a estrutura do peptideo. Isto tem o
efeito de confinar os residuos de arginina altamente hidrofilicos carregados positivamente em
regides espaciais distintas, enquanto a estrutura restante consiste em grande parte de residuos
hidrofobicos (Bolintineanu e Kaznessis, 2011). Sua estrutura rigida da a PG-1 sua natureza
anfipatica, comum a muitos outros PAMSs. Devido a sua estrutura altamente restrita, PG-1
provavelmente ndo sofre alteracfes significativas apds a associagdo com membranas ou apds
oligomerizacdo (Bolintineanu e Kaznessis, 2011). Acredita-Se que a carga altamente catiénica
das protegrinas seja essencial para sua capacidade de se ligar mais fortemente as membranas
celulares bacterianas, que contém uma porcéo significativa de lipidios anidnicos, ao contrario
das membranas de mamiferos, que podem ser principalmente compostas de lipideos

zwitteridnicos (Yeaman e Yount, 2003).
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A gomesina, um outro representando de peptideos em formacdo de folhas-B, consiste
em um peptideo antimicrobiano rico em cisteina de 18 residuos isolado das células sanguineas
(hemocitos) da aranha Acanthoscurria gomesiana, possuindo duas pontes dissulfeto que
ligam as cisteinas Cys2 a Cys15 e Cys6 a Cys11(Silva et al., 2000). Além disso, a gomesina
possui duas modificagdes pds-translacionais incluindo a ciclizacdo da glutamina N-terminal
em acido piroglutamico (pGlu ou Z) e amidacdo da arginina C-terminal (Mandard et al.,
2002). A moléecula de gomesina é altamente catibnica com a presenca de cinco residuos de
argininas e uma lisina além da amidacdo em sua por¢cdo C-terminal e nenhum aminoacido
acidico. A gomesina exibe ampla atividade em concentracGes bastante baixas (geralmente
abaixo de 10 uM) contra uma gama de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e
leveduras (Silva et al., 2000). Além disso, constatou-se que este peptideo afeta a viabilidade
do parasita Leishmania amazonensis e apresenta baixa atividade hemolitica contra eritrocitos
humanos. Os alinhamentos de sequéncia sugerem fortemente semelhancas com Vvérios
peptideos antimicrobianos que adotam uma estrutura de folha-p, como taquiplesinas,
androctonina e protegrinas (Silva et al., 2000). A estrutura total da gomesina pode ser
formada por uma estrutura em forma de grampo com uma extensdo de dois residuos na
extremidade do C-terminal. Esta estrutura em forma de grampo consiste em duas cadeias 3-
antiparalelas formando uma folha torcida (Mandard et al., 2002).

©-defensinas sdo uma familia mais nova filogeneticamente dentre as defensinas, onde
seus genes provavelmente apareceram por processo de mutacdo de um gene j4 existente de a-
defensinas em macacos do velho mundo (Lehrer e Ganz, 1999). Essas defensinas podem ser
menos numerosas em mamiferos, e podem ser as Gnicas a apresentarem uma estrutura circular
(Jarczak et al., 2013). As 0-defensinas maduras sdo uma folha- com duas cadeias circulares
gue podem ser estabilizadas por trés pontes dissulfetos. No entanto, a orientacdao paralela da
disposicdo das pontes, permitem uma flexibilidade substancial em torno do seu eixo curto
(Pasupuleti et al., 2012). Foram identificadas pela primeira vez em neutréfilos e mondcitos de
macaco Rhesus (Macaca mulatta), onde, trés ©-defensinas foram identificadas em seus
leucdcitos: RTD-1 (Rhesus theta defensin 1), RTD-2 e RTD-3 (Tang et al., 1999). Além
disso, isoformas dessas defensinas foram encontradas em babuinos (Papio anubis), sendo
quatro encontradas na medula dssea e cinco em leucocitos de sangue periférico (Garcia et al.,
2008). As ®-defensinas podem ser produzidas a partir do resultado de uma quebra de dois
nonapeptideos derivados de uma sequéncia de 76 residuos aminoacidos de precursores de a-
defensinas (Tran et al., 2008). Esses peptideos possuem uma atividade antimicrobiana que

ndo possuem alteracdo devido a presenca de sais e cations divalentes. Primatas como
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humanos (Homo sapiens), chimpanzés (Pan troglodytes), bonobos (Pan paniscus) e gorilas
(Gorila gorilla) podem ser portadores de pseudogenes de ©O-defensinas, onde, seis
pseudogenes foram identificados no genoma humano (cinco deles no cromossomo 8 p23 e um
no cromossomo 1) (Welkos et al., 2011). Os transcritos de mRNA de ®-defensinas, mas nao
os peptideos, foram encontrados em 6rgdos humanos como baco, timo, testiculos, muasculo
esquelético e medula Ossea, entretanto, devido a uma mutagdo no gene DEFT das O-
defensinas que gera um cddon STOP, interrompendo a traducdo desse gene (Doss et al.,
2009).

PAMs sem estruturas definidas

Indolicidinas podem ser pequenos peptideos antimicrobianos com 13 residuos de
amino&cidos isolados de neutrdfilos bovinos. Sua sequéncia se mostra rica em triptofanos
(39%) e argininas (23%), com seu C-terminal amidado (Falla et al., 1996). Sua atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e positivas, fungos e protozoarios ndo ¢ um
resultado de sua estrutura secundaria, uma vez que estudos de RMN ndo demostraram uma
estrutura definida ou anfipaticidade, que é uma das caracteristicas presentes na maioria dos
PAMSs (Hsu et al., 2005). Entretanto, as indolicidinas apresentam os dominios hidrofdbicos e
carregados positivamente bem marcantes, sendo cruciais para suas interacdes com agentes
bacterianos patogénicos. Estudos demonstraram que as indolicidinas ndo foram capazes de
induzir lise bacteriana, mesmo em concentracfes 4 vezes mais elevadas que as concentragoes
de MIC. Com isso foi excluida o0 mecanismo de despolarizacdo da membrana e os modelos de
formacdo de poros (Mojsoska e Jenssen, 2015). Esses PAMs podem ser entdo capazes de se
ligar ao DNA inibindo a sintese de DNA responsavel pela filamentacdo celular (Hsu et al.,
2005). Estudos mais recentes também demonstraram que a inibicdo da replicacdo e
transcricdo do DNA pode ser devido a regido central PWWP dos peptideos, que pode ser
capaz de estabilizar as estruturas de DNA (Ghosh et al., 2014). Visando uma melhora na
poténcia das indolicidinas, varias modificagdes estruturais foram testadas. Mudancas como a
substituicdo de triptofano por aminoécidos ndo naturais (Ryge et al., 2004), a expressao de
estruturas mutantes como as CP10A (ILAWKWAWWAWRR-NH2) e CP11
(ILKKWPWWPWRRK-NH2), incrementando a poténcia contra bactérias gram-positivas
(Friedrich et al., 2001), e aumentando a cationicidade do peptideo, que melhorou seu perfil

hemolitico e atividade contra bactérias gram-negativas (Falla e Hancock, 1997). Além disso
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estudos adicionais indicaram que a ciclizagdo das indolicidinas melhoraram sua estabilidade
proteolitica sem afetar seu mecanismo de acao e atividade antibacteriana (Rozek et al., 2003).

Histatinas estdo entre os PAMs de origem salivar mais estudados (Imamura e Wang,
2014). Histatinas podem ser pequenos peptideos catidnicos ricos em residuos de histidina,
possuem geralmente de 7 a 38 residuos de aminoacidos de comprimento e sdo encontradas em
saliva de humanos e outros primatas superiores (Kavanagh e Dowd, 2004), sendo expressos
pela pardtida e pelas glandulas salivares submandibulares e sublinguais em humanos
(Rijnkels et al., 2003). Ele sdo pertencentes a familia de peptideos ligantes de metal, e
possuem a habilidade de inibir colagenases e cisteina proteases, ainda, junto a sua capacidade
antimicrobiana e antifingica, apresentam uma grande aplicacdo como potencial terapéutico
(Gusman et al., 2001). Histatinas 1, 3 e 5 possuem 38, 32 e 24 residuos, respectivamente,
sendo os 22 residuos iniciais idénticos entre si (Kavanagh e Dowd, 2004). As histatinas 1 e 3
sdo produtos de genes distintos, a histatina 5 por outro lado, € resultado da clivagem
proteolitica da histatina 3 (Oppenheim et al., 1988). Esse fragmento, emergiu como um
potente peptideo antimicrobiano, sendo a histatina mais ativa contra leveduras, como Candida
albicans, Cryptococcus neoformans e Candida dubliniensis (Sugimoto et al., 2006; Conti et
al., 2013; Puri e Edgerton, 2014). Histatinas aléem de apresentarem uma atividade antifingica,
constituem um elemento extremamente relevante na resposta imune dentro da cavidade oral.
Além de possuir acdo microbiana por permeabilizacdo da membrana, as histatinas também
visam a mitocondria, ou a proteina mitocondrial FOF1 ATPase, causando efluxo de ATP, o
que resulta em deplecdo de conteldos intracelulares de ATP causando morte celular
(Kavanagh e Dowd, 2004; Luque-Ortega et al., 2008).

Propriedades fisico-quimicas de peptideos antimicrobianos

As propriedades estruturais de qualquer biomolécula desempenham um papel
importante para interpretar sua atividade bioldgica. Muitos estudos foram conduzidos para
dissecar os elementos importantes que definem os peptideos como "armas™ antimicrobianas.
Uma grande diversidade de sequéncias de PAMs existem na natureza, o que contribui para a
diversidade estrutural geral, mas existem ainda caracteristicas evolutivas que foram
conservadas para garantir sua atividade em varios tipos de bactérias com diferentes
composigdes de membrana e diferentes alvos. A cationicidade, a hidrofobicidade e a
anfipaticidade podem ser os elementos-chave mais importantes que permitem a caracterizagao
de PAMs.
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Cationicidade

Uma propriedade muito comum entre diversos PAMs pode ser sua caracteristica
catibnica, que é representada pelo numero de aminoécidos carregados positivamente (lisina,
arginina histidina) presente em sua sequéncia (Wang, 2013). Vérios estudos correlacionam
essa caracteristica com a atividade antimicrobiana de peptideos. A importancia dessa
propriedade se da principalmente nas interaces entre a carga positiva dos peptideos e a
superficies negativamente carregada das membranas de bactérias através de interacdes
eletroestaticas (Mojsoska e Jenssen, 2015). Como exemplo, temos a familia das defensinas,
onde a maioria da atividade de seus membros estdo relacionados a sua cationicidade. A
defensina humana 5 por exemplo, interage com a superficie bacteriana através de seus
residuos de arginina podendo exercer sua atividade microbiana (Mojsoska e Jenssen, 2015). A
mudanca dos residuos de arginina da posicdo 9 e 28, por residuos de alanina reduziram a
capacidade microbiana dos peptideos, bem como sua interacdo com as células hospedeiras
(De Leeuw et al., 2009). Entretanto, a carga positiva global de PAMSs, pode ndo ser a
principal caracteristica determinante para a atividade antibacteriana, como acontece no caso
das a-defensinas humanas que geralmente se apresentam mais ativas contra bactérias gram-
positivas do que as beta-defensinas, mesmo as Ultimas sendo mais catidnicas (Wei et al.,
2009). Além disso, a cationicidade apresenta um certo limite, além do qual o aumento da
carga ndo resulta no aumento da atividade antibacteriana. Dathe e colaboradores (2001)
demonstraram que o0 aumento da carga de analogos de magainina-2 de +3 para +5, aumentou
a atividade antibacteriana desses peptideos contra bactérias gram-positivas e negativas devido
a relacdo entre carga e momento hidrofobico, entretanto, quando aumentada de +6 ou +7, uma
perda de atividade microbiana e aumento a propensdao hemolitica foi observada (Dathe et al.,
2001). Além da carga positiva do peptideo, foi demostrado que a posi¢do onde esses residuos
catidnicos estdo inseridos também podem ser importantes para a atividade, por exemplo,
alterando a posigédo de alguns residuos dentro da estrutura da bactenicina Bac2A, resultou em
um aumento também da atividade microbiana (Hilpert et al., 2006). Alem da importancia da
cationicidade para a interacdo eletrostatica inicial em membranas carregadas negativamente, a
carga liquida pode ser importante para a absor¢do autopromovida de PAMSs, onde a interacao
desses peptideos com os cations divalentes (Mg?* e Ca?*) da membrana externa causa um
deslocamento desses cations, desestabilizando a membrana, permitindo a adsor¢do das
moléculas de PAMs (Sawyer et al., 1988).
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Hidrofobicidade

A hidrofobicidade consiste em uma das caracteristicas mais determinantes para a
atividade microbiana de PAMSs, sendo descrita como essencial na literatura. Essa
caracteristica afeta o potencial de interacdo dos peptideos com as diferentes composicGes de
membrana bacteriana, além disso, direciona o grau de particdo do peptideo na camada lipidica
(Mojsoska e Jenssen, 2015). O aumento de hidrofobicidade, esta diretamente relacionada com
a perda de especificidade antibacteriana, o que resulta em um alta taxa de toxicidade em
relagdo as células de mamiferos (Mojsoska e Jenssen, 2015). Yin e colaboradores (2012),
mostraram que a substituicdo de quadro residuos de alanina por quatro residuos de leucina,
induziu uma maior atividade hemolitica do peptideos modelo (Yin et al., 2012). Os analogos
de magainina-2 com hidrofobicidade varidvel, também foram usados para demostrar que
pequenas mudancas na hidrofobicidade podem influenciar drasticamente e influenciar a
atividade de ligacdo e permeabilizacdo em membranas (Wieprecht et al., 1997). O efeito na
hidrofobicidade de PAMs foi ainda demostrado usando uma série de peptideos construidos
com repeticOes de lisina e triptofano. A adi¢do de uma série de repeticBes destes dois residuos
resultou em aumento paralelo tanto da hidrofobicidade, quanto atividade antimicrobiana. No
entanto, quando cinco unidades repetidas estavam presentes na estrutura (Lys, Trp)°, um
aumento desfavoravel no perfil hemolitico (aumento da toxicidade) e diminuicdo da atividade
antimicrobiana foi causada devido a auto-agregacao (Gopal et al., 2013). Em conclusédo, a
hidrofobicidade de uma sequéncia especifica no desenvolvimento de um novo peptideo

antimicrobiano deve ser desafiada, mas ndo exagerada.

Anfipaticidade

A anfipaticidade dos peptideos antimicrobianos reflete a abundancia e a polarizacéo
dos dominios hidrofébicos e hidrofilicos. Os peptideos catibnicos naturais, além de
apresentarem uma carga liquida variavel, pode ser composto por cerca de 50% de residuos
hidrofobicos, que contribuem para o reconhecimento e interferéncia com a barreira da
membrana citoplasmética, ou absorcdo auto promovida através de membranas celulares
(Mojsoska e Jenssen, 2015). As cargas catidnicas e os grupos hidrofobicos acabam se
agregando em estruturas anfifilicas. Uma medida usada para quantificar a anfipaticidade, é o
momento hidrofobico, que se aplica a peptideos em conformagdo de a-hélice, sendo usada

como um descritor do papel da anfipaticidade para a atividade antimicrobiana dos peptideos
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(Eisenberg, 1984). A importéncia da anfifilicidade em peptideos ainda pode ser controversa,
uma vez que diferentes grupos de pesquisa relatam contribuicfes positivas e negativas, como
0 aumento de atividade antimicrobiana e o0 aumento da atividade hemolitica, respectivamente
(Pathak et al., 1995; Fernandez-Vidal et al., 2007; Thaker et al., 2013). Um estudo recente,
demonstrou que a anfipaticidade pode ser um determinante para a atividade bioldgica de uma
pequena biblioteca de hexapeptideos lineares e ciclicos ricos em arginina e triptofano, nesse
estudo, o posicionamento ideal dos agrupamentos hidrofobicos pareciam determinar a
atividade antimicrobiana e seletividade dos peptideos (Wessolowski et al., 2004). Em outro
estudo utilizando estruturas hibridas de cecropina A e melitina, demonstrou uma maior
anfifilicidade e helicidade, correlacionando-se com alta atividade antibacteriana e baixa
toxicidade contra células de mamiferos (Andreu et al., 1992). A anfipaticidade nos peptideos
antimicrobianos em conformacdes de folha-p pode ser caracterizada pelo nimero de folhas-
organizadas por dois dominios distintos, polares e ndo polares. As cadeias de B-peptideos sao
normalmente estabilizadas através de pontes dissulfeto ou ciclizacdo, 0 que proporciona uma
alta rigidez conformacional em solucdo aquosa (Mojsoska e Jenssen, 2015). Os dominios
polares e ndo polares em folhas-f permitem que os PAMs interajam com sucesso com
membranas alvo, uma vez associadas a membrana, a natureza anfipatica permite a interrupcéo

da membrana atraves da formacédo de canais transmembranares (Yeaman e Yount, 2003).

Mecanismo de acdo de PAMs

O mecanismo molecular de permeabilizacdo e disrup¢do de membrana por PAMs
dependem de vérios fatores, tais como sequéncia de aminoacidos, composicdo de lipideos da
membrana e concentracdo dos peptideos. Atualmente, a demonstracdo de experimentos
relacionados a interacdo de peptideos catidnicos se da principalmente com sistemas de
membranas modelo. Alguns estudos também demonstraram essa interacdo em células
microbianas inteiras, com utilizacdo de corantes sensiveis e fluorescentes utilizados na
marcacdo de peptideos. Esses estudos indicam que todos os PAMs interagem com
membranas, sendo divididos em duas classes de mecanismos de acdo: 1) mecanismos de
rupturas de membrana (barril formador de poros, carpete e agregacdo micelar) (Figura 5 e 2)
mecanismos ndo disruptivos de membranas (alvos intracelulares) (Powers e Hancock, 2003).
Vérios modelos para explicar a permeabilizacdo de membranas por PAMs foram propostos,

mesmo ndo existindo um consenso entre 0s cientistas a esse respeito.
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Figura 6. Mecanismo de acao propostos para peptideos antimicrobianos através de formacéao de canais.

Membranas de bactérias sdo carregadas negativamente dependendo do ambiente onde
se encontra podendo variar de acordo com o pH, elas carregam os principais grupos de
lipideos, tais como fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) ou fosfatidilserina (PS). As
membranas de mamiferos ao contrario, podem ser enriquecidas de fosfolipidios zwiteridnicos
(carga liquida neutra) como fosfatidiletolamina (PE), fosfatidilcolina (PC) e esfingomielina
(SM) (Yeaman e Yount, 2003). Além desses lipideos, a presenca do colesterol que pode ser
um dos principais constituintes das membranas celulares de mamiferos, podem reduzir a
atividade de PAMs estabilizando a bicamada, ou algumas vezes interagindo diretamente com
esses PAMs, neutralizando sua atividade (Matsuzaki, 1999). A composi¢cdo da membrana
pode ser determinante para que os PAMs tenham seletividade pra seus alvos microbianos.

A aproximagdo do peptideo com uma célula bacteriana ocorre inicialmente atraves de
interacOes eletrostaticas entro um peptideo catidnico e o lipopolissacarideo anidnico, sendo
esses um dos maiores componentes de membrana de uma bactéria gram-negativa, eles podem
ser estabilizados por interagOes entre cations divalentes tais como, Mg?* e Ca®" (Hancock e
Chapple, 1999). A remocéo desses ions, ou 0 seu deslocamento causado por PAMs, facilita a
formagéo de pontos de instabilidade na membrana, permitindo com que os PAMSs se insiram

na membrana externa das bactérias, causando um efeito disruptivo que culmina no vazamento
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do conteddo celular (Hancock, 1997). Essa interagdo pode ser essencial para a atividade de
PAMSs e muitos mecanismos de acdo diferentes foram sugeridos (Jenssen et al., 2006). Esses
incluem a formacéo de poros através de “Barril formador de poros” ou “poro toroidal bem
como 0s mecanismos de “carpete” com base em propriedades de ligacdo tipo detergente
(Nguyen et al., 2011).

O modelo de barril formador de poros foi descrito pela primeira vez na década de 70
(Ehrenstein e Lecar, 1977). De acordo com esse modelo, um namero variavel de moléculas de
peptideos pode ficar dispostas de maneira a formar um poro ou um canal semelhante a um
barril. Nesse mecanismo, as superficies hidrofébicas dos peptideos interagem com as cadeias
acil do lipideos da membrana gerando um poro aquoso constituido de alguns peptideos
(Ehrenstein e Lecar, 1977). Um momento crucial nesse modelo, é que os peptideos devem
reconhecer uns aos outros na membrana carregada negativamente das bactérias, uma vez que
pode ser energeticamente desfavoravel para um Gnico peptideo atravessar a membrana, sendo
assim, agregados podem ser formados por eles na superficie bacteriana até atingir uma
concentracdo limiar, em seguida, os PAMs se inserem no nucleo hidrofébico da membrana,
forcando os grupos polares dos fosfolipidios para os lados induzindo uma desestabilizacao
local (Yeaman e Yount, 2003). Esse evento se segue através de um recrutamento de mais
moléculas de peptideos em torno do canal, levando a um aumento no tamanho dos poros,
matando o microrganismo por extravasamento dos componentes intracelulares (Pasupuleti et
al., 2012). Esse tipo de processo de formacdo de poros, exige propriedades peptidicas
especificas em termos de helicidade, tamanho e anfifilicidade, tornando esse mecanismo
menos frequente (Pasupuleti et al., 2012). Os poros do tipo barril s6 foram demonstrados
experimentalmente para alguns peptideos como a alameticina (Qian et al., 2008; Mihajlovic e
Lazaridis, 2010). Embora ele seja demonstrado com frequéncia como modelo para poros
transmembranares induzidos por peptideos, ele s6 pode ser aplicado a um grupo muito
pequeno de PAMs (Pasupuleti et al., 2012).

Ao contrario dos poros do tipo barril, os poros toroidais podem ser formados por uma
gama de peptideos. Assim como no mecanismo de barril, na formacéo de poros toroidais, 0s
peptideos adsorvem paralelamente a superficie da membrana (Melo et al., 2009). Assim que
certa concentracdo é alcancada, 0s peptideos se inserem na membrana, induzindo uma tensao
de curvatura na membrana, resultando em uma abertura chamado de poro toroidal. Ao
aumentar ainda mais a concentracdo de peptideos, ou simultaneamente com a formacéo de
poros toroidais, um desequilibrio de potencial quimico em toda a bicamada acontece, devido a

adsorcéo de peptideos no camada externa, resultando na translocacéo dos peptideos atravées da
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membrana para a camada interna, que pode ocorrer atraves de poros toroidais transitorios, ou
sem formacdo de poros (Pokorny e Almeida, 2004). Além disso, a adsorcdo de peptideos na
regido polar dos fosfolipidios, provoca uma expansdo lateral da membrana lipidica,
permitindo o relaxamento das cadeias de alquilo, resultando na desestabilizacéo, facilitando a
ruptura (Mecke et al., 2005).

O modelo de mecanismo de a¢do denominado “carpete” € um dos modelos mais
citado quando se fala de peptideos antimicrobianos que causam ruptura de membrana
(Fernandez et al., 2012). Nele, um acimulo de peptideos ocorre na superficie da membrana
principalmente devido a interacGes eletrostaticas (Shai e Oren, 2001). Quando esse acimulo
de peptideos atinge altos niveis de concentracdo, ocorre alteraces na fluidez da membrana
e/lou reducbes das propriedades desta membrana e ela torna-se mais permeavel a tais
peptideos (Wimley e Hristova, 2011). Porém, alguns peptideos foram relatados como capazes
de atravessar a bicamada lipidica sem causar qualquer tipo de dano, tendo como alvo o0s
componentes intracelulares por bloqueio da atividade enzimética ou inibi¢do da sintese de
proteinas e de &cidos nucléicos (Nguyen et al., 2011; Di Luca et al., 2014). Estes mecanismos
intracelulares podem ser aumentados pela cationicidade dos PAMs anteriormente
mencionadas, causando uma interacdo entre a carga global positiva e com 0s grupos
carregados negativamente de acidos nucléicos, lipideos de membrana e de fosfoproteinas (Da
Costa et al., 2015).

Em termos gerais, 0s mecanismos de morte celular podem ser associados a disfuncao
da membrana, ou inibicdo de func¢des intracelulares, e ainda a inibicdo de eventos de sintese
de biopolimeros extracelulares (Yeaman e Yount, 2003). O evento de disfuncdo da membrana
pode ser baseado no fato de que a barreira citoplasmética provavelmente pode ser a chave da
mediacdo de muitas funcdes celulares essenciais, tais como a permeabilidade seletiva, energia
celular e motilidade (Radhakrishnan et al., 2010). Portanto, conceitualmente, o dano na
membrana celular, pode interferir em um ou mais desses processo, levando a morte celular de
modo direto ou indireto (Yeaman e Yount, 2003). A inibicdo da sintese de biopolimeros pode
também resultar em morte celular. Por exemplo, a biossintese dos peptideoglicanos parece ser
essencial para a manutencdo da integridade celular e também sua funcao (Vollmer e Bertsche,
2008). Por conseguinte, qualquer perturbacdo que venha a ser causada na célula pode
culminar na morte desta. Por fim, foi demonstrado que a interrupgdo de quaisquer processos
intracelulares pode levar a uma morte celular (Xiong et al., 2002).

Em dltima andlise, essas observacfes sugerem que a morte celular por inducdo de

peptideos antimicrobianos pode ocorrer devido a multiplos mecanismos de acdo ou entdo de
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eventos Unicos. Simultaneamente, mesmo atuantes sobre as mesmas espécies microbianas,
diferentes mecanismos podem prevalecer sobre os outros, dependendo de varios fatores que
podem variar desde as definicGes ambientais, a fase de crescimento e a presenca de respostas
imunes (Choi e Lee, 2012a; b). Embora estes modelos contribuam grandemente para um
melhor entendimento dos mecanismos de acdo dos PAMs, a organiza¢do molecular de como
ocorre de fato esse rompimento da membrana celular ainda ndo se encontra compreendida
(Wimley e Hristova, 2011). Portanto, as correlacdes entre sequéncia-estrutura-atividade
continuam a ser um desafio a ser desvendado, e, subsequentemente, 0 mesmo acontece com 0

desenho de novos PAMS.

Peptideos antimicrobianos do tipo catelicidinas

Em meio a inimeras classes de antimicrobianos, uma das mais conhecidas s&o as
chamadas catelicidinas (Tabela 1). As catelicidinas, juntamente com as defensinas, pertencem
ao grande grupo de peptideos catiénicos com propriedades anfipaticas e representam a
principal parte do sistema imunoldgico em muitos vertebrados, incluindo humanos (Bals e
Wilson, 2003). Muitos PAMs podem ser armazenados em granulos de neutrofilos e
macrofagos. Eles fazem parte da atividade independente de oxigénio contra agentes
patogénicos. As catelicidinas podem ser peptideos pequenos que receberam esse nome devido
ao seu dominio catelina conservado. A primeira catelicidina encontrada foi descrita no inseto
Hyalophoracecropia, ap6s um estudo sobre seu sistema imunoldgico realizado durante 10
anos (Hultmark et al., 1980). Outro membro muito conhecido da familia das catelicidinas
consiste na magainina, isolada da pele do sapo X. leavis, em 1987 (Zasloff, 1987). Em
mamiferos, as primeiras catelicidinas pareciam muito ser bactenicinas, isoladas no final dos
anos 80 de neutrdfilos bovinos, que foram nomeadas Bac5 e 7 (Gennaro et al., 1989;
Kosciuczuk et al., 2012). Entretanto, alguns autores sugerem que a primeira catelicidina de
mamiferos foi isolada de uma espécie de coelho e nomeada CAP18 (Hirata et al., 1990). Até
agora, varias catelicidinas foram identificadas em diversas espécies: bovinos (Gennaro et al.,
1989), bufalos (Das et al., 2006), cavalos (Scocchi et al., 1999), porcos (Kokryakov et al.,
1993), ovelhas (Brogden et al., 2001), cabras (Shamova et al., 1999), veados (Fernandez De
Mera et al., 2008), galinhas (Xiao et al., 2006) e algumas espécies de peixes (Uzzell et al.,
2003; Durr et al., 2006), enquanto apenas peptideos individuais foram encontrados em seres
humanos (Bals et al., 2001; Zhao et al., 2001), macacos Rhesus (Bals et al., 2001),
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camundongos (Gallo et al., 1997), ratos (Termen et al., 2003) e suinos guinés (Nagaoka et al.,
1997).

Recentemente, a primeira catelicidina isolada a partir da peconha da serpente
Bungarus fasciatus (Wang et al., 2008) foi descrita. As catelicidinas consistem em um grupo
de peptideos antimicrobianos que apresentam uma grande variagdo de sequéncia de
aminoacidos (A.A), estrutura e tamanho. Elas podem ser armazenadas nos grénulos de
secrecdo de neutrofilos e macrofagos como precursores inativos (pré-propeptideos) e podem
ser libertadas extracelularmente apds a ativacao de leucocitos como peptideos maduros, apds
serem clivados por elastases de neutréfilos (Treffers et al., 2005). Posteriormente, a sua
expressdo também foi encontrada em células ndo miel6ides, como por exemplo, células
epiteliais (Zanetti, 2005). Catelicidinas contem dois dominios funcionais, devendo o nome
dessa classe de peptideos, a presenca da regido com uma alta homologia para regido catelina,
0 inibidor de catepsina L. O dominio catelina demonstra uma homologia interespecifica
quando analisada sua sequéncia de A.A, e, por outro lado, o dominio antimicrobiano,
localizado no C-terminal, demonstra uma ampla diversidade tanto intraespecifica quanto
interespecifica (Bals e Wilson, 2003; Zanetti, 2005). Os dominios C-terminais em algumas
catelicidinas possuem conformagdes a-helicoidais, em outros beta-hairpininas e alguns
peptideos podem ser ricos em prolina/arginina, com o peptideo maduro variando em tamanho
de 12 a 80, ou mais residuos de aminoacidos (Zanetti et al., 1995).

A familia das catelicidinas € composta por cinco grupos de peptideos, sendo eles: (1)
dodecapeptideos ciclicos com uma ligacdo dissulfeto, (2) protegrinas com duas ligacbes
dissulfeto, (3) peptideos com estruturas helicoidais como a catelicidina humana hCAP18; (4)
peptideos com um alto nimero de residuos de triptofano como as indolicidinas e peptideos
contendo um alto namero de residuos de prolina e arginina; e (5) peptideos curtos com
repeticdes em “’tandem”, tais como as bactenecinas (Tomasinsig e Zanetti, 2005; Zanetti,
2005). Todas as catelicidinas sdo codificadas por genes que sdo constituidos por quatro exons.
O primeiro exon consiste na sequéncia que codifica o peptideo sinal (prépeptideo) de 29-30
residuos de aminoéacidos, enquanto os éxons 2 e 2 codificam o dominio catelina (propeptideo)
de 99-114 residuos de aminoacidos (Kosciuczuk et al., 2012). O éxon 4 codifica o peptideo
maduro, com o dominio antimicrobiano composto de 12-100 residuos (Kosciuczuk et al.,
2012).

Catelicidinas maduras geralmente exibem atividade antimicrobiana contra uma gama
de espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Certas catelicidinas podem ser

eficazes também para eliminar isolados clinicos de S. aureus, Enterococcus faecalis, ou P.
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aeruginosa que podem ser resistentes ao tratamento com antimicrobianos convencionais
(Zanetti et al., 2002). As catelicidinas também demonstram atividade inibidora contra certos
fungos (por exemplo, C. albicans), parasitas (por exemplo o Crypto sporidium parvum) ou
virus com envelope (por exemplo o virus da imunodeficiéncia humana-HIV). Acredita-se que
0 mecanismo de morte, na maioria dos casos, envolve intercolagdo e montagem dos peptideos
dentro da membrana bacteriana para romper a integridade da membrana (Oren et al., 1999),
embora certas catelicidinas, tais como a porcina RP-39, atinjam alvos intracelulares para

bloquear a sintese de  proteinas  bacterianas (Boman et al.,, 1993).
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Tabela 1. Catelicidinas, sua funcao e sitio de expressdo em algumas espécies de animais de diferentes classes.

Ndmero

Nome do Gene Nome do peptideo Sitio de expressao Funcéo Autoria de acesso

(Dasetal., QOMX34

CATH Catelicidina Trato reprodutor feminino Informacéo ausente 2006)

Catelicidina-BF Glandu!as de pegonhe}, estoma~go, Potente peptideo ant,|n_1|crob|an0 (Wang et B6D434
pele, musculos, coracdo, pulmdes, contra alguma bactérias Gram-
- ) ; L o al., 2008)
rins, cérebro, figado e ovérios positivas e fungos

CATHLS Catelicidina-5 (Peptideo P54229

EMADED) antimicrobiano BMAP28) Grandes granulos dos neutrofilos Antimicrobiano contra bactérias (Storici et

Gram-negativas e positivas al., 1996)

Potente atividade antimicrobiana

. contra bactérias Gram-negativas: (Shamova P82018
ATHL2 Bactenecin-5 Leucécitos S.typhimurium, P. aeruginosa, E. etal,
coli. 1999)

Polipeptideo antimicrobiano (Nagaoka ~ Q91X12

CAP11 cationico de neutrofilos Granulos de neutrofilos Informacéo ausente etal.,
1997)
(Scocchi et
Bactenecina e . Alta atividade contra bactérias al., 1997; A8QJ91
Neutrdfilos e medula 6ssea Gram-negativas Fernandez
De Mera et
al., 2008)
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eCATH-1

CATHL3

LL-37

CAMP (CAP18,
FALL39)

Camp (Cramp)

CATH29

CAP18

CATHL3 (BAC7)

PMAP23

Catelicidinamiel6ide 1

Catelicidina-3

Peptideo antimicrobiano LL-37

Peptideo antimicrobiano catelicidina
(CAP-18, rhCAP-18)

Peptideo antimicrobiano Cathelin-
related

Peptideo-29 antimicrobiano
hematopoiético

Peptideo antimicrobiano CAP18

Catelicidina-3 (Bactenecin-7)

Peptideo antimicrobiano PMAP-23

Medula 6ssea
Frango (Gallus gallus domesticus)
Figado, medula dssea e pulmao

Humanos (Homo sapiens)
Medula 6ssea

Primata (Macaca mulatta)
Epitélio de vérios 6rgéos do trato
respiratério e gastrointestinal

Rato (Mus musculus)

Testiculos, bago, estbmago e intestino

Peixe (Myxine glutinosa)
Tecidos intestinais
Coelhos (Oryctolagus cuniculus)
Neutréfilos

Ovelha (Ovis avies)
Medula éssea

Suino (Sus scrofa domestica)

Medula 6ssea e figado

Informag&o ausente

Potente atividade antimicrobiana

Atividade antimicrobiana

Atividade antibacteriana

Potente peptideo antimicrobiano

Atividade contra bactérias Gram-
positiva e Gram-negativas

Atividade antimicrobiana

Potente atividade antimicrobiana

Atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas

(Scocchi et
al., 1999)

(Xiao et
al., 2006)

(Gudmund
sson et al.,
1996)

(Bals et
al., 2001)

(Gallo et
al., 1997)

(Uzzell et
al., 2003)

(Hirata et
al., 1994)

(Bagella et
al., 1995)

(Zanetti et
al., 1994)

062840

Q2IAL6

P49913

QIGLV5

P51437

Q71MD5

P25230

P50415

P49930
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A funcdo das catelicidinas ndo esta limitada unicamente a agdo antimicrobiana mas
estende-se a outros aspectos da imunidade e reparacdo de tecidos (Nizet e Gallo, 2003). A PR-
39 isolada de suinos promove a cicatrizagdo de feridas na pele, estimulando a producdo de
angiogénese (Gallo et al., 2002). A LL-37 se liga e neutraliza o lipopolissacarideo bacteriano
(LPS), prevenindo a inducdo de mediadores inflamatdrios a partir de mondcitos e células
endoteliais e inibe o desenvolvimento de endotoxemia letal in vivo (Sawa et al., 1998; Ciornei
et al.,, 2003). A LL-37 também pode influenciar a reparagdo de feridas e tem sido
demonstrado que possuem efeitos adicionais relevantes sobre o hospedeiro para a defesa
imunoldgica. A catelicidina humana regula positivamente a expressao de genes epiteliais de
quimiocinas e seus receptores (Scott, M. G. et al., 2002), e a prépria ainda atua como um
quimioatraente para os neutréfilos, mondcitos, linfocitos T e mastocitos (Niyonsaba et al.,
2002).

Desta forma, a LL-37 atua na orientacdo da resposta imune do hospedeiro através do
recrutamento de leucdcitos para o local da infeccdo (Scott, M. G. et al., 2002). A morte
microbiana pode ser efetuada, assim, por fagocitose e amplificada por uma produgéo robusta
de catelicidinas adicionais pelos neutrofilos ativados (Turner et al., 1998) e mastocitos (Di
Nardo et al., 2003). Pelo fato das catelicidinas serem amplamente distribuidas dentro da pele e
tecidos epiteliais da mucosa, bem como das secrecdes, tais como saliva e suor (Murakami et
al., 2002), elas estdo idealmente situadas para servir a um papel de sentinelas multifuncionais
efetores da imunidade inata.

Por possuirem acdo pro-inflamatoria significativa, bem como propriedades
antimicrobianas, as catelicidinas representam um papel importante para o hospedeiro na
regulacdo e producdo de uma resposta apropriada a estimulos (Nizet e Gallo, 2003). Por
exemplo, a producdo de catelicidina basal pode ser muito baixa em queratindcitos de pele
normal, mas pode ser drasticamente aumentada em resposta a ferimentos ou desafios com o
agente patogénico bacteriano Streptococcus pyogenes (Dorschner et al., 2001). A producdo de
catelicidinas em células miel6ides podem ser similarmente induzidas em resposta a LPS e
infeccdo bacteriana (Tomasinsig et al., 2002). Recentemente, a funcdo do pré-dominio
altamente conservado foi esclarecida em experiéncias com catelina humana recombinante
(Nizet e Gallo, 2003). Essa molécula foi demonstrada com um funcionamento de inibidor de
protease de cisteina e por possuir uma atividade antimicrobiana independente que
provavelmente é complementar a LL-37 (Zaiou et al., 2003). As porcdes de catelina podem,
simultaneamente, atuar para potenciar a morte bacteriana enquanto limita a injdria tecidual

causada por microrganismos e proteases derivadas de neutréfilos (Nizet e Gallo, 2003). Por



fim, a regulacdo adicional da resposta inflamatoria pode ser fornecida por efeitos citotdxicos

ou pro-apoptaéticos das catelicidinas sobre a proliferacdo dos linfdcitos (Risso et al., 1998).

Catelicidinas de repteis

Como dito anteriormente, catelicidinas vem sendo encontradas em diversos
vertebrados, tais como peixes, aves e mamiferos. Entretanto, até o ano de 2008, nenhuma
catelicidina havia sido descoberta em répteis. A primeira catelicidina descoberta em répteis
foi encontrada na peconha de uma serpente da china da espécie B. fasciatus (Wang et al.,
2008). Essa catelicidina foi isolada e caracterizada por Wang e colaboradores (Wang et al.,
2008), a partir de uma série de cromatografias com colunas Sephadex G-50 de gel filtracdo e
CM-Sephadex C-25 de troca catibnica, seguida por RP-HPLC. O peptideo isolado foi
denominado de catelicidina-BF, possuindo uma massa de 3637.5 Da (Wang et al., 2008). A
catelicidina-BF possui 30 residuos de aminoacidos e um ponto isoelétrico (PI) de 11.79. Além
disso, diferentemente de outras catelicidinas, esta contém um dominio acidico entre o dominio
catelina e o peptideo catelicidina no precursor —BF (Wang et al., 2008). Curiosamente, a
catelicidina-BF aponta uma relacdo evolutiva com a catelicidina descrita em ornitorrinco,
podendo indicar provas de caracteristicas reptilianas no ornitorrinco (Wang et al., 2008).
Espectros de dicroismo circular e RMN demostraram uma conformacéo de alfa hélice dessa
catelicidina, demonstrando assim uma caracteristica conservada em varios peptideos que se
ligam a membrana bacteriana. Sendo assim, esse peptideo foi testado contra mais de 40 cepas
de microrganismos onde, em 15 delas, foi vista uma atividade antimicrobiana com valores
menores que 0,6 uM, indicando uma atividade bactericida, sobretudo sobre bactérias Gram-
negativas com concentragdo inibitéria minima (MIC) de 2,3 pg.mL, sendo muito menor que
o controle representado pela ampicilina que apresentou valor de 13 pg.mL™. Além disso,
testes hemoliticos demonstraram que essa catelicidina apresentou hemolise a 400 pg.mL™* em
hemécias humanas, entretanto na mesma concentracdo em testes com células RAW 264.7 nao
foi observada nenhuma citotoxicidade (Wang et al., 2008).

Mais recentemente, Wei e colaboradores isolaram uma nova catelicidina de uma
serpente marinha da espécie Hydrophis cyanocinctus (Wei et al., 2015). Essa nova
catelicidina denominada Hc-CATH tambeém possui 30 residuos de aminoacidos, assim como a
BF, e também apresenta uma estrutura em alfa-hélice (Wei et al., 2015). Hc-CATH
demonstrou uma baixa citotoxicidade para células de mamiferos e sua atividade em bactérias

ocorre por ruptura da membrana celular e lise bacteriana (Wei et al., 2015). Em adicao, essa
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catelicidina exibiu uma potente atividade anti-inflamatoria, inibindo a producdo de oxido
nitrico (NO) induzida por LPS, assim como de citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-a,
IL-1 e IL-6. A Hc-CATH se liga diretamente ao LPS neutralizando sua toxicidade além de se
ligar aos receptores Toll-Like 4 (complexo TLR4/MD2) que, por sua vez, inibe a ligacdo do
LPS ao TLR4/MD?2, inibindo assim a ativacdo subsequente de vias de resposta inflamatorias
induzidas pelo LPS (Wei et al., 2015). Este estudo demonstra que a Hc-CATH, a primeira
catelicidina de serpente marinha, apresenta atividade tanto antimicrobiana quanto anti-
inflamatdria, sendo um potente candidato para o desenvolvimento de antimicrobianos
peptidicos (Wei et al., 2015).

Por fim, Falcao e colaboradores (2014) identificaram a partir de bibliotecas de cDNA
de glandulas de peconha de quatro pitvipers (B. atrox, B. lutzi, C. durissus terrificus e L. muta
rhombeata), além de um elapideo (Pseudonaja textilis), diversos peptideos antimicrobianos
nomeados respectivamente, batroxicidina, lutzicidina, crotalicidina, lachesicidina,
Pt CRAMP1? e Pt CRAMP2?, Todas as espécies foram clonadas e sequenciadas, possuindo
sequéncias variando de 570-585 nucleotideos, codificados para peptideos entre 189-194
residuos de aminoacidos. Assim como outras catelicidinas de peconhas de serpente, as
estruturas primarias de todos os peptideos apresentam um peptideo sinal previsto (cerca de 20
AA), seguido pelo dominio catelina altamente conservado e dobrado por duas pontes
dissulfeto, e uma regido C-terminal com uma sequéncia dindmica (Falcao et al., 2014). Essa
regido C-terminal dos peptideos consiste em uma fracdo anibnica variavel (25-27 residuos,
ricos em Glu), seguida por uma sessdo final de 34 residuos fortemente catidnica (rica em
Lys/Arg) onde se encontra a atividade antimicrobiana. Trés PAMs (Batroxicidina,
Crotalicidina e Pt CRAMP1?) foram escolhidos para sintese quimica e experimentos de
validacdo, onde todos os trés peptideos apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de
bactérias ATCC e isolados clinicos Gram-negativas e positivas. Alem disso, os peptideos
Batroxicidina e Crotalicidina demonstraram uma moderada toxicidade contra eritrdcitos.
Falcao e colaboradores demostraram ainda que parte do peptideo Crotalicidina, sua porcéo C-
terminal denominada Ctn [15-34], possuia intensa agdo antimicrobiana. Em contrapartida sua
por¢do N-terminal Ctn [1-14] ndo demostrou nenhuma atividade antimicrobiana em sua
concentragdo mixima de 128 pug.mL™, e baixa toxicidade. Além disso, foi demostrado por
ressonancia magnética nuclear que a porcao ativa (Ctn [15-34]) possuia uma conformacao
predominantemente de a-hélice (Falcao et al., 2015).

Sendo assim, baseados nas recém descobertas dos peptideos acima listados, o presente

estudo vem demostrar, além da acdo antimicrobiana dos peptideos batroxicidina e
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crotalicidina contra bactérias de isolados clinicos, sua acdo imunomodulatdria contra células
Raw 264.7. Foi utilizado também nesse estudo, o peptideo Ctn [15-34] como modelo de
estudo funcional de uma regido prépeptidica mimética ligada a regido N-terminal. Por fim,
tais peptideos (batroxicidina e crotalicidina) foram utilizado como modelo para o desenho
racional de novos PAMs (BotrAMP14 e CrotAMP14).
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Objetivos

Analise antimicrobiana, imunomodulatéria, estrutural e biofisica das catelicidinas

batroxicidina e crotalicidina oriundas das pegonhas das espécies de serpentes Botrops atrox e

Crotallus durissus terrificus, bem como avaliagdo de seus derivados Ctn [15-34], E1o-Ctn [15-
34] e GS4-Ctn [15-34], além dos desenvolvidos racionalmente BotrAMP14 e CrotAMP14.

Objetivos especificos

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos peptideos acima citados contra
diversas linhagens de bactérias ATCC, assim como contra isolados clinicos
multirresistentes;

Avaliar a atividade imunoimonulatéria in vitro dos peptideos batroxicidina e
crotalicidina através da dosagem de mediadores inflamatorios e
antiinflamatérios;

Avaliar a toxicidade dos peptideos Ctn [15-34], E10-Ctn [15-34], GS4-Ctn [15-
34], BotrAMP14 e CrotAMP14 contra células de linhagens de adenocarcinoma
do célon humano (Caco-2), bem como larvas do lepidoptero Galleria
mellonella;

Analisar a acdo dos peptideos BotrAMP14 e CrotAMP14 através de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) contra células de E.coli ATCC
25922;

Avaliar in silico peptideos Ctn [15-34], E1o-Ctn [15-34], GSs-Ctn [15-34],
BotrAMP14 e CrotAMP14 através de modelagens e dindmicas moleculares;
assim como sua estrutura atraves de dicroismo circular;

Analisar a acdo dos peptideos Ctn [15-34], E10-Ctn [15-34] e GS4-Ctn [15-34]
contra membranas lipidicas miméticas de DOPC/DOPG através da adsorcao e

reflectometria dos peptideos.
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Capitulo I
Artigo Cientifico submetido a Cytokines
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Abstract

Hospital infections allied to bacterial resistance to antibiotics have become a major
worldwide problem. In this context, antimicrobial peptides (AMPs) are presented as an
alternative in the control of these resistant organisms. Besides antimicrobial effects, these
molecules play a crucial role in immunity by acting as immunomodulators. These peptides
can activate inflammatory cells to produce pro- and anti-inflammatory mediators. In this study
we will show the activity against multi-drug resistant bacteria (MDRB) of two cathelicidins
from South American pit vipers Bothrops atrox and Crotalus durissus terrificus, named
batroxicidin and crotalicidin. It was observed that both peptides showed activity against
MDRB and presented no hemolytic or cytotoxic activity. In addition, the ability of peptides to
modulate the production of cytokines TNF-o, IL-10 and IL-6 was analyzed using Raw 264.7
cells in the presence of IFN-y stimuli, and multi-resistant E. coli and K. pneumoniae antigens.
An up-expression or down-expression of TNF-a, as well as the IL-10 mediator, was observed.
The cytokine IL-6, on the other hand, presented only a down-regulation for Raw 264.7 cell
groups. In conclusion, the results demonstrate that both peptides presented a predominantly
proinflammatory characteristic to the inflammatory mediators dosed. Overall, even presenting
a proinflammatory characteristic, these peptides are still promising for future research and

development of new potential antimicrobial molecules.

Keywords: antimicrobial peptides, cathelicidins, interleukins, heat killed bacterial antigens,

Raw 264.7.
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1. Introduction

Nosocomial infections have become one of the most common complications seen in
hospitalized patients, increasing mortality and morbidity rates [1]. Concomitantly with
nosocomial infections, the incidence of microorganisms resistant to conventional antibiotics
has been shown to be an aggravating factor. In this context, where conventional antibiotics are
becoming limited against resistant microorganisms, antimicrobial peptides (AMPS) represent
an alternative for pathogen control. Antimicrobial peptides are short organic molecules (2-50
amino acids residues), which compose the innate immune system [2, 3]. Moreover, AMPs
may also have immunomodulatory activity, which is complex and includes anti-infective
immune modulation, such as the induction of cytokines and chemokines [4].

New approaches to treat infection like AMPs can involve the immunology system
induction, to act against pathogens. The innate immunity can be responsible for preventing the
host to succumb to infection, when it considers the frequent exposal to pathogens [5]. When
stimulate the immune system to induce the production of chemokines, a regulation in the
production of proinflammatory cytokines for the promotion of wound healing is one way in
which infections can be controlled [5]. Since such a process has no direct action on pathogens,
the chances of developing resistance are considered low [5]. In this context, several AMPSs or
host defense peptides demonstrated the ability to activate the host immune system.

Among the several AMP classes and host defense peptides, the cathelicidin-related
antimicrobial peptides (CRAMPs) have been widely studied [6]. CRAMPs from several
animals, such as pit vipers, present antimicrobial activity [7, 8]. Recently, two vipericidins
named batroxicidin and crotalicidin [9], isolated from South America pit vipers Bothrops
atrox and Crotalus durissus terrificus, demonstrated pronounced antimicrobial activity
against several bacteria and presented a low hemolysis rate. Moreover, no incidences of

immunomodulatory activity have been described for either of them. In addition to a
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description of activity against multi-drug resistant bacteria (MDRB), this work shed some
light on the immunomodulatory effects of two vipericidins, using heat-killed antigens from

MDRB in Raw 264.7 cell line.

2. Material and methods

2.1. Peptide Purity Determination

The peptides batroxicidin (KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-
NH2) and crotalicidin (KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH>) used in
this study were purchased from Aminotech Ltda (Sdo Paulo, Brazil) (>95% of purity). The
mass and sequence of the peptides were confirmed by Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight (MALDI-ToF) on mass spectrometer Autoflex Speed (Bruker
Daltonics) [10]. The synthetic peptides’ concentrations were determined using measurements

of UV-spectroscopy at 205, 215 and 225 wavelength [11].

2.2. In vitro antimicrobial assays

Primarily, the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal
concentration (MBC) for the American Type Culture Collection (ATCC) bacteria, K.
pneumoniae 13883, P. aeruginosa 27853, E. coli 25922 and S. aureus 25923, besides the
clinically isolated MDRBs, K. pneumoniae 1445333, K. pneumoniae 1410503, E. coli
2101123 and E. coli 1812446 were established. All strains were grown in Mueller-Hinton
(Himedia) broth overnight at 37 °C. Minimum inhibitory concentration (MIC) measurements
were performed using 5x10° CFU per mL™? and serial dilution series of the peptides
batroxicidin and crotalicidin starting at 30,8 uM, in a final volume of 200 uL. Following
established protocols the MIC was determined after 24 h of incubation at 37 °C, and was

taken to be the lowest peptide concentration with total inhibition of bacterial growth, as
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assessed by absorbance measurements in a polystyrene 96 well plates at 600 nm using a
microplate reader (Bio-Tek PowerWave HT, EUA). Bacteria in MH broth containing the
antibiotics (gentamicin and imipenem at 1 mg.mL™) were used as negative and positive
control respectively. Minimal bactericidal concentrations (MBCs) were determined by plating
out 10 ul of the content on MH agar plates of the wells where no bacterial growth was
observed. MBC was recorded as the lowest concentration at which no colonies were observed
after 24 h incubation at 37 °C. In each case, three technical and biological replicates were
used. MIC measurements were performed based on National Committee for Clinical

Laboratory Standards (NCCLS).

2.3. Cell culture and experimental groups

In order to analyze the vipericidins’ immunomodulatory effects, Raw 264.7 cell
lineage was obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ code 0212) [13]. Cell cultures
were incubated (5x10° per well) in 96-well culture plates (200 pl of total volume), in
supplemented minimum essential medium alpha medium (a-MEM) in a 5% [14] CO2
incubator at 37 °C and 95% humidity. During cell experiments, cultures were submitted to
different stimuli, such as the peptides batroxicidin and crotalicidin (3.7 and 3.8 pM
respectively), heat-killed (HK) from K. pneumoniae 1410503 and E. coli 1812446, with and

without IFN-y.

2.4. Preparation and testing of heat killed microbial antigens (HK)

Experimental groups determined for the cytotoxicity and immunomodulation
experiments involved the use of stimuli with heat-killed antigens (HK) specific to the
previously used microorganisms. The antigens were prepared from the same microorganisms

used in the antimicrobial assays: K. pneumoniae 1410503 and E. coli 1812446, since these
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showed a greater susceptibility to the tested AMP. The preparation of these microorganisms
involved the collection of freshly picked colonies that were re-suspended in PBS buffer
(separately) and quantified by O.D. with further counting in Neubauer's chamber (density
1x10° UFC.mL™) for the bacteria’s. Subsequently, they were heated at 120 °C for 50 min and
subsequently stored at -20 °C [118, 119]. The death of these microorganisms was confirmed
from inoculation of an aliquot of each sample in liquid medium and incubation for more than
24 h. Antigens were tested prior to the cytotoxicity and immunomodulation assays. This test
defined the concentration of antigen sufficient to stimulate the response of pre-osteoclast cells
Raw 264.7 by analyzing nitrite production in the supernatant culture without promoting cell

death. Thus, the concentration for cellular challenge of 1x10° UFC.mL™ was defined.

2.5. Cell viability

In order to assess cell viability after, 24h, cell viability was assessed by the
colorimetric MTT assay (Sigma-Aldrich, USA). The MTT is a colorimetric method based on
the ability of live cells to reduce the yellow salt MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyl tetrazolium bromide) to formazan 16]. After an incubation period, 155 pl of the
supernatant was removed and 10 pl of MTT (mg.mL™) per well was added to the plates. The
plates were incubated for 3-4 h in 5% CO; at 37 °C and 95% humidity. Further, 60 pl of
dimethylsuldoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, USA) per well was added in order to block the
reaction, followed by 595 nm absorbance reading (Bio-Tek Powerwave HT, USA). Cell
viability was expressed as percentage, compared to positive control group, represented by

100% live Raw cells [15].

2.6. Cytokine and nitric oxide production
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Nitrite production was evaluated in cell culture supernatant by Griess reaction, as
described previously, with some adjustments [16]. The dosage of the inflammatory mediators
in the Raw 264.7 cells, using only the IFN-y and antigen stimuli (E. coli 1812446 and K.
pneumoniae 1410503), was performed previously, aiming to observe the regular production of
these mediators by the cells without the presence of the peptides under study. Cytokines
produced from culture supernatants were assessed after 6h for MCP-1, 24 h for IL-6, TNF-a,
GM-CSF and 72 h for IL-10 [17-19], by the enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA)
method, using the respective murine ELISA development kit (Peprotech, USA). Cytokines

levels were expressed as picograms per milliliter (pg.mL™).

2.7. Statistical analysis

Experimental groups were analyzed using three biological and technical replicates in
96-well culture plates, and the data were presented as mean and error deviation (mean *
SEM). Before the analysis, the normality of the data was assessed by Kolmogorov-Smirnov
test. An analysis of variance (one way ANOVA) was used for comparisons between the
studied conditions. Additionally, a statistical post hoc Bonferroni test was applied. Statistical
tests were performed in GraphPad Prisma 5.0 software (Instat California, USA), considering

p<0.05.

3. Results

3.1. Antimicrobial activity

MIC and MBC for the vipericidins were shown to be promising against ATCC
bacteria, but most important against the MDRB, K. pneumoniae 1445333, K. pneumoniae
1410503, E. coli 2101123 and E. coli 1812446. As demonstrated in Table 1 the crotalicidin

peptide is more active against ATCC bacteria K. pneumoniae 13883 (0.9 uM) and E. coli
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25922 (0.4 uM) than batroxicidin (1.8 uM both bacteria), but less active against P. aeruginosa
27853 (3.8 and 1.8 uM). On the other hand the peptide batroxicidin was shown to be as active
as crotalicidin against both clinical isolated K. pneumoniae and E. coli 2101123 presenting a
MIC of 3.7 uM and 1.8 uM respectively. For the clinical isolate E. coli 1812446, batroxicidin

demonstrated to be more active in relation to crotalicidin (0.9 and 3.8 uM).

Table 1. Antimicrobial activity of the cathelicidins against bacteria, expressed as MIC and MBC. * Clinical
isolates.

Batroxicidin Crotalicidin
Microorganisms Gram uM (ug.mL™)
MIC MBC MIC MBC

K. pneumoniae ATCC 13883
P. aeruginosa ATCC 27853
E. coli ATCC 25922

1.8(8)  3.7(16) 09(4) 154(64)
1.8(8)  3.7(16) 3.8(16) 7.7(32)
1.8(8)  3.7(16) 04(2)  1.9(8)

K. pneumoniae 1410503* - 37(16)  15.0(64) 3.8(16) 154 (64)
K. pneumoniae 1445333* - 37(16)  75(32) 3.8(16) 3.8(16)
E. coli 2101123* . 1.8(8) 150(64) 19(8)  3.8(16)

E. coli 1812446*

09(4) 150(64) 3.8(16) 15.4(64)

3.2. Cell viability and inflammatory mediators

Cell viability and inflammatory mediators were analyzed in experimental situations,
mimicking inflammatory/infectious conditions in the presence of vipericidins. Among several
concentrations of peptides tested in the antimicrobial assays, the concentration of 3.7 and 3.8
UM was chosen for cytotoxicity and immune response analyses, to represent the best scenario
for MIC results against the different MDRB. In this way, peptide concentrations were
equalized in order to compare their activities. Despite their antimicrobial activity, the peptides
batroxicidin and crotalicidin by itself was not able to induce cytotoxicity after 24h on Raw
264.7 cultures (Figure 1). However, after the inclusion of stimuli (HK- bacteria, IFN-y), it’s

possible to observe that some viability was lost by the cell culture (Figure 1).
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Figure 1. Cytotoxicity of the peptides assessed by MTT for the several experimental situations after 24h. Cell
viability represented metabolically-active cells related to the control group (hon-treated macrophages). Statistical
differences by one-way ANOVA test and Bonferroni post hoc (p<0.05) were represented by the bars. The
experiment was conducted independently in technical and biological triplicates. Error bar represent standard
deviation (SD).

3.3. Chemokine, proinflammatory cytokine and nitric oxide production

The vipericidins (batroxicidin and crotalicidin) effects, was measured after submitting
Raw 264.7 cell culture to several stimuli such as IFN-y and heat killed bacterial referent to E.
coli 1812446 and K. pneumoniae 1410503. Analyzing the inflammatory mediators GM-CSF
and MCP-1 production it was observed that both peptides did not change the Raw 264.7 cell
culture behavior even when the cultures were HK and IFN-y-stimulated (data not shown). As
demonstrated in Figure 2A the batroxicidin was unable to stimulate the TNF-a production by
itself. Nevertheless, crotalicidin stimulated a slight response in cells cultures (Figure 2A).

When IFN-y was included at the culture, the crotalicidin peptide promoted a down-regulation

(42%) of TNF-o mediator, while batroxicidin did not (Figure 2B). Although, when cell
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culture was exposed to HK-E. coli 1812446 antigen plus IFN-y an up-regulation of TNF-a
was measured for both peptides batroxicidin (91%) and crotalicidin (115%) (Figure 2D). In
addition, the cell culture stimulated with Heat Killed of both microorganisms (E. coli 1812446
and K. pneumoniae 1410503), the peptide batroxicidin again did not show any stimuli, while
the crotalicidin peptide decrease the regulation of TNF-a mediator (52%) (Figure 2E).

In relation to IL-6 production, there was only a short down regulation in this cytokine
in the presence of batroxicidin (24%), and no response in the presence of crotalicidin (Figure
2G). Although, when the cell culture was treated with HK-K. pneumoniae 1410503 antigens
plus IFN-y, a considerable down regulation was observed in the presence of peptides
batroxicidin (31.3%) and crotalicidin (37%) (Figure 2L). The production of NO, another
inflammatory mediator, was accessed at the cultures with the same stimuli conditions. The
crotalicidin presence promoted an up-regulation (43%) in cultures stimulated with HK-E. coli
1812446 plus IFN-y (Figure 2P). No basal production of this mediator was found for the cells
treated with other stimuli (IFN-y, HK antigen of both bacteria and HK-K. pneumoniae

1410503 antigen plus IFN-y) (Figure 2M-0O, Q and R).
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Figure 2. Effects of the peptides batroxicidin and crotalicidin on TNF-a, IL-6 and Nitric Oxide levels by Raw
264.7 (A,G and M) cells culture exposed to IFN-y (B, H and N), HK-E. coli 1812446 (C, | and O), HK-E. coli
1812446 plus IFN-y (D, J and P), HK-K. pneumonia 1410503 (E, K and Q), and HK-K. pneumonia 1410503
plus IFN-y (F, L and R). Statistical differences by one-way ANOVA test and Bonferroni post hoc (<0.05) were
represented by the bars. The experiment was conducted independently in technical and biological triplicates.
Error bar represent standard deviation (SD).

To reach a more thorough understanding of batroxicidin and crotalicidin effects on
anti-inflammatory mediators, the IL-10 cytokine was measured. The crotalicidin peptide
promoted an increase in IL-10 production for unstimulated cells (42.3%) (Figure 3A), in
addition to a slight increase when stimulated by the HK-K. pneumoniae 1410503 antigen
(23%) (Figure 3E). However, the same peptide decreases IL-10 production by 26% only for

the HK-E. coli 1812446-stimulated group (Figure 3C).
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Figure 3. Effects of the peptides batroxicidin and crotalicidin on IL-10 levels at Raw 264.7 cells culture exposed
to different stimuli. A. Cell culture with no stimuli. B. Cell culture stimulated with IFN-y. C. Cell culture
stimulated with HK-E. coli 1812446. D. Cell culture stimulated with HK-E. coli 1812446 plus IFN-y. E. Cell
culture stimulated with HK-K. pneumoniae 1410503. F. Cell culture stimulated with HK-K. pneumoniae
1410503 plus IFN-y. Statistical differences by one-way ANOVA test and Bonferroni post hoc (p<0.05) were
represented by the bars. The experiment was conducted independently in technical and biological triplicates.
Error bar represent standard deviation (SD).

Based on the analyses presented, the batroxicidin peptide appears to have a poorer
immunomodulatory potential in the Raw 264.7 cells when compared to crotalicidin (Figure

4). These characteristics can be observed when analyzing the number of stimulated groups in
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the monocytes, besides the percentage of modulation that each peptide promoted for the

inflammatory and anti-inflammatory mediators TNF-a, IL-6, NO and IL-10.

Experimental groups Batroxicidin Crotalicidin

HK- K. pneumoniae 1410503
Nitric oxide -
TNF-a -
IL-6 -
IL-10 -
HK- E.coli 1812446 + IFN-y
Nitric oxide -
TNF-a t
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Figure 4. Summary of immunomodulatory potential results for AMPs batroxicidin and crotalicidin. Arrows
represent a down-regulation an up-regulation mediators
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4. Discussion

AMPs have the ability to modulate innate immune pathways therefore, it is not
surprising that they have selective effects on inflammatory processes depending on the related
agonists. As has been shown for cathelicidin LL-37 that acts on different agonists of Toll-like
receptors (TLR), where one can observe the inhibition of some inflammatory responses
together with the induction of others [20]. Based on in vitro and in vivo analysis, the
immunomodulatory AMPs effects have been widely studied with cathelicidins and defensins
being the best-characterized [21]. Standard experiments which are performed to evaluate the
immunomodulatory response of AMPs, include measurements in vitro of inflammatory and
antiinflammatory mediators from immune cells [22]. AMPs are usually co-administered with
immune ligands, such as lipopolysaccharide (LPS) or even heat-killed microorganisms
mimicking situations of immune-inflammatory response resulting on changes in cytokines
productions that are measured [23]. Based on scientific literature, it is clear that AMPs are
intricate in activating both proinflammatory and antiinflammatory immune responses, and do
so through divergent mechanisms that vary on biological context [23]. AMPs that induce
immunomodulation are very common: Early study using mice, demonstrated that the
cathelicidin LL-37 have a potent antisepsis activity inhibiting macrophage stimulus by
bacterial endotoxins like LPS, protecting the mice from endotoxemia [24]. LL-37 up-
regulated production of MCP-1, IL-8, but not TNF-a, leading to employment of immune
components to the site of infection [25]. More specifically, LL-37 chemoatracts leukocytes
via the formyl peptide receptor-like 1 [26].

The aim of this study was to evaluate the imunomodulatory effect of two cathelicidins
(batroxicidin and crotalicidin) in a mimetic infection model on Raw 264.7 cell line. Although
initially, some MIC analysis was performed in order to select the concentration used for the

imunomudulatory assays. The antimicrobial results presented here are in agreement with other
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studies that showed snake venom cathelicidins’ activity against clinically isolated bacteria, as
well as low hemolytic effects, which can be related to alpha-helical structure [9, 27, 28]. MIC
for batroxicidin and crotalicidin peptides, achieved is this study for ATCC bacteria, presented
to be a little difference from Falcao et al. [9]. Maybe this divergence may be due the
quantification methods. On the other hand, MIC values for clinical isolated bacteria, was quite
similar. Regarding cytotoxic effects, interestingly the high antimicrobial activity for both
peptides at 3.7 and 3.8 pM, was complemented by their low toxicity in the same
concentration, when alone with the Raw 264.7 cells after 24h. Even in the presence of several
stimuli, the cell viability was higher than 50%. The absence of cytotoxic effects or soft
cytotoxic effects using cell line Raw 264.7 has been described previously for several different
cathelicidins in concentrations higher than those used in this study, including cathelicidins
from snakes and mammals [28-30].

Cathelicidin-related AMPs have a crucial role at innate immune defense [31, 32].
Thus, the effect of batroxicidin and crotalicidin on Heat killed bacteria-induced immune
response of Raw 264.7 cell was investigated. The data indicated that the CRAMP crotalicidin,
in the presence only of the IFN-y and HK-K. pneumoniae stimuli, down-regulated TNF-a
expression on macrophages Raw 264.7 culture. However, when both stimuli are presented,
the peptide up-regulated TNF-a expression. Regarding IFN-y stimuli. IFN-y cytokine has one
of the most important functions of sensitizing macrophages to activation by challenge with
pathogenic products [33]. IFN-y stimulates macrophages by mediating the signal transducer
and activator of transcription-1 (STAT1) [34]. STAT1 are modulated by the phosphorylation
of tyrosin 701 (Y701) and serine 727 (S727) [35], which depends at mitogen-activated protein
kinase (MAPK) [36, 37]. By saying that, Nijnik et al. (2009) demonstrate that the cathelicidin
LL-37 (20 pg.mL?) significantly inhibited TNF-a production in response to IFN-y

stimulation. The same study demonstrate that the cathelicidin LL-37, at least in monocytes,
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was not associated to inhibition of the STAT1 signaling pathway, but instead, the peptide was
related to p38 MARK inhibition. In the innate immunity modulation of LL-37 on IFN-y, it can
be a set of the system that softens the initial immune responses, especially involving
intracellular pathogens, preventing an excess of inflammation [32]. Due these results we can
associate the TNF-a suppression to p38 MARK inhibition by LL-37.

Regarding HK-K. pneumoniae stimuli. The innate immune response, which provides
the first phase of protection against infection, requires macrophages to recognize and respond
to pathogen-associated molecular pattern (PAMPS) as well as host-derived factors [33]. The
PAMPs are ligands for “pattern recognition receptors” (PRRs) expressed on immune cells
[38]. Gram-negative bacteria and LPS activate and are sensed by the PRR Toll-like receptor 4
(TLR-4) [39]. The TLRs recognize several pathogen components including bacterial cell wall
constituents, dSRNA and bacterial flagellin [40], being the LPS (TLR-4 ligand) the major
component of gram-negative bacteria, representing critical actor in the pathogenesis of gram-
negative sepsis [41, 42]. Extensively studies have been demonstrating the ability of
cathelicidins to bind LPS of gram-negative bacteria, inactivating their binding to TLR-4
receptors [30, 43, 44]. Recently, Horibe et al. (2013) demonstrate the effects of CRAMP (30
ng.mL?1) on TNF-a secretion in bone marrow macrophage BMMs cell culture, observing the
inhibition of this cytokine by CRAMP preventing LPS stimuli [44]. In the same study,
CRAMP (30 pg.mL?) was able to down-regulates TNF-o expression on Raw 264.7 cells
stimulated with flagellin. Wei et al. (2013) also demonstrated that cathelicidin-PY (20 pg.mL"
1 highly inhibit the expression of TNF-a in the presence of LPS in Raw 264.7 cell culture.
Most recently, Coorens et al. (2017) demonstrated that seven different cathelicidins (20uM)
have the ability to bind LPS inhibiting TLR4 activation, and other six cathelicidins have the
ability to bind LTA inhibiting TLR2 activation [45]. Coorens et al. (2017) still demonstrated

by confocal microscopy and flow cytometry, the ability of the cathelicidins CATH-2 and LL-

71



37 to inhibit E. coli-induced macrophage activation when E. coli O78 was heat Kkilled.
Moreover, demonstrated the ability of LL-37 to inhibits TLR-4 activation in HEK-TLR cells,
by LPS and E. coli O78 heat killed at same level. Given the literature presented, we can
correlate the decrease in TNF-a expression for the cells stimulated with HK-K pneumoniae,
with the interaction of the peptide crotalicidin with the LPSs that constituted the cell wall of
the bacteria killed by heat. Finally, regarding batroxicidin and crotalicidin peptide up-
regulated TNF-a in the presence of HK-E.coli plus IFN-y and HK-K. pneumoniae plus IFN-y
stimuli, respectively. Given the literature presented above. This may be due to the fact that,
peptides of the cathelicidin class, as mentioned above, have the ability to bind to the major
component of the bacterial membranes (LPS), preventing their stimulation in macrophages
[30, 44, 45]. This binding between LPS and cathelicidins may leave IFN-y groups free,
allowing them to stimulate STAT1 [33] causing an inflammatory response in Raw 264.7 cells,
up-regulating TNF-o expression.

Furthermore, the data for the proinflamatory mediator IL-6, illustrated the opposite
effect as demonstrated for TNF-a, presenting a down-regulation for the groups stimulated
with HK-K. pneumoniae plus IFN-y for both peptides. The inflammatory mediator I1L-6 can
be classified as a pro- and anti-inflammatory cytokine, depending on the receptor used by it,
Thl or Th2. IL-6 may have the ability to suppress TNF-a production during the infectious
process rather than acting against infections in the regulation of immune reactions [46]. In our
study, during the mimetic infection caused by the treatment with K. pneumoniae 1410503 plus
IFN-y antigens, the inflammatory mediator IL-6 was unable to cause TNF-a mediator
suppression, since the cytokine IL-6 production was down-regulated by crotalicidin peptide. It
was recently demonstrated that, cathelicidin-WA (20 pg.mL™?) was able to suppress mRNA
relative expression of IL-6 in E.coli K88-induced Raw 264.7 cells, in contrast, up-regulated

IL-10 mRNA relative expression [47]. IL-10 is an anti-inflammatory mediator with a crucial
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role in the prevention of inflammatory pathologies, limiting the immune response to
pathogens [48]. This can be observed for the crotalicidin peptide when stimulated with
antigens of K. pneumoniae 1410503. In contrast, the opposite effect is observed when
stimulated with antigen of E. coli 1812446. Nevertheless, the production of IL-10 can also
incorrectly restrict protective immune responses, which can contribute to chronic infection

[49].

5. Conclusion

In conclusion, the peptides batroxicidin and crotalicidin presented antimicrobial
activity with no cytotoxic effects, although they demonstrated mostly inflammatory
characteristics when tested in Raw 264.7 culture in the presence of MDRB heat-killed
antigens and IFN-y. In spite of their predominantly proinflammatory characteristics in the
presence of Raw 264.7 cells, these peptides still show promise in the fight against MDRB,
and consequently diseases like pneumonia, urinary infection and nosocomial infections
associated with gram negative bacteria; therefore, further studies should be performed using

these peptides as tempates, aiming to improve their activities.
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Abstract — In order to study how acidic pro-peptides inhibit the antimicrobial activity of
antimicrobial peptides, we introduce a simple model system, consisting of a 19 amino-acid
long antimicrobial peptide, and an N-terminally attached, 10 amino-acid long acidic model
pro-peptide. The antimicrobial peptide is a fragment of the crotalicidin peptide, a member of
the cathelidin family, from rattlesnake venom. The model pro-peptide is a deca (glutamic
acid). Attachment of the model pro-peptide only leads to a moderately large reduction in the
binding to- and induced leakage of model liposomes, while the antimicrobial activity of the
crotalicidin fragment is completely inhibited by attaching the model pro-peptide. Attaching
the pro-peptide induces a conformational change to a more helical conformation, while there
are no signs of intra- or intermolecular peptide complexation. We conclude that inhibition of
antimicrobial activity by the model pro-peptide might be related to a conformational change
induced by the pro-peptide domain, and that additional effects beyond induced changes in

membrane activity must also be involved.

KEYWORDS: ANTIMICROBIAL PEPTIDE, PRO-PEPTIDE, MEMBRANE ACTIVE

PEPTIDES, ELECTROSTATIC COMPLEXATION



1. Introduction

Many proteins are synthetized as zymogens, precursor proteins that are inactive due to
the presence of pro-peptide domains [1]. This also holds for antimicrobial peptides and
proteins such as mammalian defensins [2], cathelicidins [3] and Reglll family proteins [4,5].
These are often synthesized and stored in inactive form, to protect host cells from potential
cytotoxic effects as well as protecting the peptides and proteins and protected them from
enzymatic degradation [6,7,8]. Understanding how pro-peptides control the activity of
antimicrobial peptides is not only important in biology, but also for applications of
antimicrobial peptides as pharmaceutical compounds. Biotechnologists have exploited fusion
of antimicrobial peptides with pro-peptides to allow for the efficient production of
antimicrobial peptides in bacterial hosts [9]. Pro-peptides can also be part of a pro-drug
strategy for antimicrobial peptides, for example by arranging pro-peptide removal to be
induced by the presence of a specific bacterial pathogen [10].

Explicit demonstration that pro-peptides inactivate the biological activity of
antimicrobial peptides has been given for a number of cases, such as for defensins [6,7,8] but
molecular mechanisms for inactivation have not yet been investigated. Very often, pro-
peptide domains of antimicrobial peptides are highly acidic, and have charge densities that
precisely neutralize the positive charge of the antimicrobial peptides. This suggests that
electrostatic neutralization somehow plays an important role in inactivation by pro-peptides,
but is unclear in what way. Ganz and co-workers [6,7] go one step further by hypothesizing
that (at least for defensins) inactivation is due to intramolecular interaction of the pro-domain
with the antimicrobial peptide domain, but again, no structures have been presented yet from
which this is apparent.

Inactivation of antimicrobial and cytotoxic activity are by no means the only possible

functions of pro-domains. For example, Ganz and co-workers [11] have shown that the acidic
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pro-peptide is necessary for the precise sub-cellular trafficking and sorting of proHNP1. The
role of pro-peptide domains for cathelicidins is less clear than for the defensins. Cathelicidins
[3,12,13] are characterized by their highly conserved cathelin-like domain (CLD), a small
folded domain with cystatin-like fold [14], which is followed by a highly variable domain
containing the antimicrobial peptide. One group has reported that the full-length precursor
protein for the sole human cathelicidin, LL-37 (known as hCAP18) has no antimicrobial
activity [15], but a more recent report suggests that the antimicrobial activity of hCAP18 is
practically identical to that of LL-37 [16]. Hence, at this stage it is not yet clear whether for
LL-37, its pro-sequence acts as an inhibitor of its antimicrobial activity or not.

Given the importance of acidic pro-peptides in controlling the activity of antimicrobial
activity both in biology and in possible pharmaceutical applications of antimicrobial peptides,
we here study the impact of acidic pro-peptides on the secondary structure, membrane
interactions and antimicrobial activity in a simple model system. As an antimicrobial peptide,
we use a fragment of crotalicidin (Ctn), an antimicrobial peptide from the venom of the
rattlesnake (Crotalus durissus). Falcao et al. [17] have studied the two fragments Ctn[1-14]
and Ctn[15-34], that would be theoretically expected upon digestion with elastase. It was
found that the short fragment Ctn[15-34] of full-length crotalicidin has a high antimicrobial
activity, whereas the fragment Ctn[1-14] has no antimicrobial activity even though it is
polycationic. The Ctn[15-34] peptide was also found to have a lower toxicity than full-length
Ctn for human cells and was therefore suggested to be a potentially interesting antimicrobial
peptide for further development as a pharmaceutical compound. Recently the mechanisms of
membrane permeabilization for both model liposomes and bacterial membranes by Ctn and
Ctn[15-34] were characterized in detail by Pérez-Peinado et al. [18]

In the crotalicidin precursor protein, at the N-terminal side, the antimicrobially active

Ctn peptide is preceded by a pro-domain, which is a highly negatively charged stretch of
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amino acids, rich in glutamic acids, that has a negative charge (24 negatively charged
residues, 6 positively charged residues) that approximately compensates the positive charge
(15 positively charged residues) of the antimicrobial peptide. We here study the effect of N-
terminally attaching a simple deca (glutamic acid) pro-piece (E1o) to the crotalicidin fragment
Ctn[15-34].

While neither the Ctn[15-34] peptide nor the E10-Ctn[15-34] peptide occurs naturally,
we believe that on the one hand these simple peptide can be a simple model for how pro-
peptides modulate the physical and biological properties of much longer natural antimicrobial
peptides. On the other hand the Ctn[15-34] peptide has favorable activities to be further
developed for therapeutic applications [17] and it is interesting to study how to different types
of model pro-peptides modulate its activity, both for pro-drug strategies [10], and for the
biosynthetic production of such peptides [9].

We find that attaching the E1o model pro-peptide leads to a significant change in the
secondary structure of the peptide in solution and to a full inactivation of its antimicrobial
activity. Surprisingly however, physical properties typically associated with antimicrobial
activity, viz. adsorption to lipid bilayers and the induction of liposome leakage are only

moderately affected.

2. Material and Methods

2.1 Materials

Ctn[15-34] (KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH), E1o-Ctn[15-34], and (GS)s-Ctn[15-34]
were synthesized by Pepscan (Lelystad, the Netherlands). lon-exchange chromatography was
used to replace all counter ions by Na*. The peptides have a reported purity of more than
94%. Molecular masses for all peptides (2371.2 Da for Ctn[15-34], 3662.3 Da for E1o-Ctn[15-

34], and 2947.8 Da for (GS)s-Ctn[15-34]) were confirmed using mass-spectrometry by
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Pepscan. The full-length crotalicidin peptide (Ctn) was obtained from Aminotech Ltda (Sé&o
Paulo, Brazil) (>95% of purity). This molecular mass of this peptide was also confirmed using
mass-spectrometry. Concentrations of peptides in solution were determined using UV-
spectroscopy. Micro centrifuge filters with a cut-off of 300 kDa were obtained from Pall Life
Sciences Benelux (Mijdrecht, the Netherlands). The lipids 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC) and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1°-rac-glycerol) (DOPG)
were purchased from Avanti Lipids (Alabaster, AL, USA). The fluorescent dye calcein was
purchased in powder-form from Sigma-Aldrich. All other chemicals were of analytical grade,

and were obtained from Sigma-Aldrich.

2.2 Dynamic light scattering

Dynamic light scattering (DLS) was performed using a Malvern Nano ZS equipped with a 10
mW He-Ne laser with a wavelength of 632.4 nm. Measurements were done at a fixed
scattering angle of 173°. Peptide solutions were filtered to remove dust particles and possible
peptide aggregates that might interfere with the DLS measurements using 300 kDa cut-off
micro centrifuge filters. For each sample, 20 [JL of filtered peptide solution was transferred
into a clean low-volume quartz cuvette. For each sample, 3 size measurements where done,
with run times and number of run repetitions being determined by the Malvern DTS software
version 7.12. In all cases, a distribution analysis performed using the Malvern DTS Software
showed a single dominant diffusion peak. Hydrodynamic radii reported correspond to this

dominant peak, standard deviations are for the 3 replicates of the size measurements.

2.3 Circular Dichroism

Circular dichroism (CD) spectra were obtained using a Jasco-715 spectro-polarimeter

equipped with a Peltier element for temperature control. Spectra were obtained in the far-Uv
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range, from 190 to 260 nm. Spectra reported have been obtained by averaging 20 single scans
and were obtained at a peptide concentration of 0.2 mg.mL™, in a 10 mM K;HPO4 50mM
Na>SO4 buffer pH 7.4 at 25°C. For a quantitative interpretation of the spectra in terms of a
percentage of [I-helical structure, spectra were fitted using the CONTIN algorithm as

implemented in the DICHROWERB [19,20] webserver, using basis set #7.

2.4 In vitro antimicrobial assays

For the in vitro antimicrobial assays, strains of Eschericia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 were used. Additionally,
we tested clinical isolates of Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) positive strains of
E. coli (KPC+ 001812446) and K. pneumoniae (KPC+ 001825971). All strains were grown
overnight in Mueller Hinton (MH) broth at 37°C. Minimum inhibitory concentration (MIC)
measurements were performed using 1x10® CFU per mL™* and serial 2-fold dilution series of
the peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34] starting at 128 pg.mL™.
Following established protocols [21-23] the MIC was determined after 24 h of incubation at
37 °C, and was taken to be the lowest peptide concentration with total inhibition of bacterial
growth, as assessed by absorbance measurements in a polystyrene 96 well plates at 600 nm
using a microplate reader (Bio-Tek PowerWave HT, EUA). Bacteria in MH broth containing
the antibiotics (chloramphenicol, gentamicin and imipenem at 1 mg.mL™) were used as
negative and positive control respectively. Minimal bactericidal concentrations (MBCs) were
determined by plating out 10 pl of the content on MH agar plates of the wells where no
bacterial growth was observed. MBC was recorded as the lowest concentration at which no
colonies were observed after 24 h incubation at 37 °C. In each case, three technical and

biological replicates were used.
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2.5 Neutral-red (NR) in vitro toxicity assay with Caco-2 cells

Viability of Caco-2 cells at increasing peptide concentrations was determined using a Neutral-
red (NR) assay as described previously [24]. After overnight incubation of the cells with the
peptides Ctn[15-34], E1o-Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34] at peptide concentrations from 2-
128 pg.mL?Y, 10uL of a 33 ug.mL? NR solution was added to the wells containing the
peptide-incubated cells. After 3 more hours of incubation, the supernatant was removed and
the cells were washed with PBS. Next, 150 ul of 1% acetic acid-50% ethanol was added and
shaken for 10 min at room temperature. Finally, the absorbance was measured at 540 nm and
690 nm (background absorbance) using a SpectraMax M5 microplate reader (Molecular
Devices). Readings were expressed as NR uptake relative to the uptake of the cells exposed to

the negative control (medium or DMSO).

2.6 Galleria mellonella in vivo toxicity assay

An in vivo toxicity assay was performed using Galleria mellonella [25]. G. mellonella larvae
in their final instar stage were purchased (UK Waxworms Ltd, Sheffield, UK), and stored in
the dark at 15 °C, and used within 14 days. Larvae were separated by weight, and only larvae
between 0.2 and 0.3 g were used for experiments. Larvae were injected with 20 pL of peptide
solutions, or controls in the left posterior proleg using Terumo Myjector 29G insulin syringes
(VWR International). The syringes were changed between different treatments. Two negative
control groups were included in every experiment; one group was not injected to control for
background larval mortality (no manipulation control) and the other group (uninfected
control) was injected with PBS to control for the possible effect of physical trauma on
mortality. After injection, larvae were stored in Petri dishes in the dark at 37 °C with 5% CO>
for up to 144 h post-infection (p.i.) and inspected every 24 h for survival; larvae were

considered dead if they did not move after shaking of the petri dish. For each sample (non-

89



manipulated control, water control, peptides) fifteen randomly chosen larvae were used. The

peptide concentration was 10 mg per kg of body weight.

2.7 Liposome leakage assay

Following earlier work [26], lipids DOPC and DOPG were dissolved in chloroform at a
concentration of 25 mg.mL™, mixed in a molar ratio of 7:3, and subsequently diluted further
to 10 mg.mL? using chloroform. The chloroform was evaporated using rotary evaporation
(350 mbar, 313 K, 100 rpm). The lipid film was then dried in vacuum for at least 2 h after
which the lipids were re-suspended in calcein-containing buffer (70 mM calcein in 10 mM
Tris-HCI, pH 7.5) to get a 30 mM lipid suspension by hydration for 1 h in a rotary evaporator
(no vacuum, 323 K, 100 rpm). Multilamellar vesicles thus formed were freeze-thawed four
times using liquid nitrogen and a 310 K water bath to get unilamellar vesicles. A mini-
extruder (Avanti Lipids) equipped with a 200 nm pore size polycarbonate membrane was used
to perform 21 extrusions to homogenize the size of the lipid vesicles. Vesicles were separated
from free calcein on a gravity driven Sephadex G-50 size exclusion column and eluted with a
10 mM Tris-HCI buffer containing 100 mM NaCl (pH=7.5). The vesicles were characterized
using dynamic light scattering, for which an ALV instrument equipped with an
ALV5000/60X0 external correlator and a 300 mW Cobolt Samba-300 DPSS laser operating
at a wavelength (1) of 532 nm was applied. A cumulant analysis showed the vesicles to be
monodisperse, and to have an average diameter of 190+5 nm. The degree of dilution of the
vesicles during size exclusion chromatography was estimated by comparing the intensity of
scattered light (count rate) before and after size-exclusion chromatography. For this scattering
angles 0 ranging from 20° to 140° were used with steps of 5°, five measurements of 30 s were
recorded for each scattering angle and the average was taken over all measurements. A

fluorescence filter was applied that only transmits the laser light, to prevent the fluorescence
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light emitted by calcein from disturbing the measurements. Vesicles used for the leakage
assay were diluted with a 10 mM Tris-HCI buffer containing 100 mM NaCl (pH=7.5) to a
final lipid concentration of 50 uM. Peptides were dissolved in the same buffer, at a
concentration of 6.4 mg.mL™. The calcein leakage caused by the AMPs was measured by
following the fluorescence intensity of the liposome solutions over time in a Cary Eclipse
cuvette fluorimeter using an excitation wavelength of 490 nm and an emission wavelength of
520 nm. The widths of the excitation and emission slits were 2.5 nm. The fluorescence
measurements were started with 588 uL of the vesicle solution without AMPs. After two
minutes the fluorescence intensity signal was stable and 12 pL of 6.4 mg.mL™* AMP solution
was added, to achieve a final peptide concentration of 128 pg.mL™?, equal to the highest
peptide concentration used in the MIC assays. In total, the measurements lasted 10 minutes.
At the end of the experiments, 10 uL of a 10% (v/v) Triton X-100 solution was added, which
is a surfactant that disrupts the liposomes. The signal after Triton addition was taken to
correspond to 100% liposome leakage. For all peptides, the liposome leakage assays was
repeated four times with freshly prepared liposomes and results were found to be

reproducible.

2.8 Reflectometry of peptides adsorbing on supported lipid bilayers

Adsorption measurements were performed using an optical reflectometer with a stagnation-
point flow cell and an oxidized silicon surface as a substrate, as described by Dijt et al. [27].
The laser beam reflects from the surface at exactly the point where the jet flow reaches the
surface. The reflectometer signal can be directly converted into an adsorbed amount (I') if the
refractive index increment of the adsorbing species is known [27, 28]. The refractive index
increment for lipids is dn/dc ~ 0.145 [Jg-mL™ [29, 30] that of proteins is dn/dc ~ 0.185 [Ig-

mL? [31]. Clean oxidized silicon strips (with a silica layer of ~62 nm) were prepared as
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follows. Silica strips were washed with demiwater, sonicated for 1 min in 2-propanol, washed
in milliQ water, dried under a nitrogen stream and plasma cleaned for 2 min before being
stored in milliQ water. The strips were used in the experiment within 5 h of cleaning. A
supported lipid bilayer (SLB) was formed on top of the silica surface by means of vesicle
adsorption and subsequent rupture and SLB formation at high surface coverage [32]. Vesicles
were prepared as described for the liposome leakage assay, except for the fact that no calcein
was used. For preparing the SLB, vesicles were diluted in 10 mM Tris, 100 mM NacCl, pH 4
to a final concentration of 200 [1M of lipids. To promote adsorption of the negatively charged
vesicles, the silica substrates were first equilibrated against a low pH buffer (10 mM Tris, 100
mM NaCl, pH 4). At this low pH, the silica is less negatively charged as opposed to neutral
pH. After a steady baseline was obtained, the flow was switched to the 200 [JM vesicle
solution for a few minutes, until the signal stabilized again. Next, the flow was switched back
to the low pH buffer and rinsed for some minutes until the signal stabilized again and finally,
flow was switch to a neutral pH buffer (10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7.5). This finalized
the procedure to attach the SLB. Next, flow was switched to a solution of peptides at a
concentration of 16 [1g-mL™? in 10 mM Tris 100 mM NaCl, pH 7.5. Reproducibility of these

measurements was typically found to be around 10%.

2.9 Molecular Modelling

First, Blastp [33] was used to find the best template structure for the molecular modeling of
the solution structure of the peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34]. The
solution nuclear magnetic resonance (NMR) structure of crotalicidin in DPC micelles (PDB
entry: 2MWT) isolated from the Rattlesnake (Crotalus durissus) venom [17] was selected for
the construction of a set of 100 tridimensional theoretical models using Modeller v. 9.17 [34].

For each of the three peptides, the lowest free-energy theoretical model from the set was then
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selected and used for validation procedures: PROCHECK [35] was used to evaluate peptide
geometry, stereochemistry and energy distributions, as well for calculating average scores (G-
factor) for dihedral angles and bond lengths. ProSA-web [36] was used to evaluate the fold

quality of the selected models.

2.10 Molecular dynamics

Molecular dynamics simulations for Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] were
carried out in explicit water, using the single point charge (SPC) water model. All simulations
were performed using the GROMOS96 43al force field from the computational package
GROMACS v.5.0.4 [37]. The validated tridimensional theoretical models for the peptides
obtained as described above were used as initial structures in all simulations. Chloride and
sodium ions were also added to neutralize the system’s charge. The geometry of water and
molecules was constrained using the SETTLE algorithm [38]. Moreover, the LINCS
algorithm was used to link all the atom bond length. Particle Mesh Ewald (PME) was also
used for electrostatic corrections, with a radius cut-off of 1.4 nm to minimize the
computational simulation time. The same radius cut off was also used for van der Waals
interactions. The list of neighbours of each atom was updated every 10 simulation steps of 2
fs each. Before the start of the MD simulations, a steepest descent algorithm (50,000 steps)
was applied for energy minimization. After that, the system underwent a normalization of
temperature and pressure to 300 K and 1 bar, using the velocity rescaling thermostat (NVT)
and the Parrinello-Rahman barostat (NPT), respectively, for 100 ps. The system with
minimized energy and balanced temperature and pressure was submitted to molecular

dynamics simulation during 100 ns, in triplicate.
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Results

Peptide sequences

The domain structure of the Ctn precursor protein is shown in Fig 1a. On the N-terminal side
of the Ctn peptide, the Ctn precursor protein has a pro-peptide that is 142 residues long. The
C-terminal 35 residues of the pro-peptide, that connect to the Ctn peptide, is extremely rich in
glutamic acid residues and has a very high net negative charge (21 negatively charged
residues and 6 positively charged residues). The net negative charge of this part of the pro-
peptide approximately compensates for the net positive charge of full length Ctn (15
positively charged residues, no negatively charged residues). Pro-peptides with long oligo
(glutamic acid) stretches are found for many other AMPs [9]. As a model pro-peptide for the
short but highly antimicrobially active Ctn[15-34] fragment, mimicking the glutamic acid-rich
domain of the crotalicidin pro-peptide, we here choose a simple deca(glutamic acid), E10. As a
control for the effect of losing the free N-terminal on the activity of Ctn[15-34], we use a
glycine/serine sequence: such sequences are often used in fusion proteins as inert, hydrophilic
flexible linkers. Additionally and important for the case of AMPs, the glycine and serines
have uncharged side chain, and therefore do not change the net AMP charge. Thus we arrived
at the three peptide sequences (Fig. 1b) that we study here: Ctn[15-34], E1o- Ctn[15-34] and
(GS)s-Ctn[15-34]. For N-terminal glutamic acid residues, pyroglutamization may be a
concern, therefore we performed MALDI-TOF MS and MS/MS to demonstrate the absence of
pyroglutamization of the N-terminal glutamic acid for the Eio- Ctn[15-34] peptide

(Supplementary Information Fig. SI-1-2).
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a)

Signal peptide (22) Propeptide (142) Peptide (34)
f L‘ﬂ{ . U . |

l [ B

L___T___J
Glutamic acid-rich (35)

EEEEEEEEEEQRKAEAENDEEVEKEKGDEEKDQPKRVKRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVTIPFE

b) EEEEEEEEEEKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH, E4o-Ctn[15-34]
GSGSGSGSKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH, (GS),-Ctn[15-34]
KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH, Ctn[15-34]

Figure 1. Crotalicidin-derived peptides used in this study. a) Domain structure of crotalicidin pre-pro-peptide
(Uniprot USKJM4) in brackets: length of domains in numbers of amino acids. Flanking the peptide, the pro-
peptide features a 35 amino acids long glutamic acid rich domain, whose sequence is also given in red (21
negatively charged residues, 6 positively charged residues), together with that of the full-length crotalicidin
peptide in blue (15 positively charged residues). b) Short model peptides inspired by full-length crotalicidin
peptide and pro-peptide, used in this study. The Ctn[15-34] fragment has 7 positively charged residues.

Characterization of peptides in solution

We first explored the solubility and aggregation state of the peptides, using dynamic light
scattering (DLS), in both a low and high ionic strength buffer, at neutral pH. Results are
shown in Table 1. All peptides dissolved well and did not appear to aggregate or self-
assemble in solution, even at high concentrations employed for the DLS experiment (10
mg.mL™). There is a clear difference between the small solution sizes of Ctn[15-34] (2.2+0.1
nm) and (GS)s-Ctn[15-34] (2.4£0.1 nm), and the larger solution sizes of E10-Ctn[15-34]
(4.0£0.1 nm). Also, the solution sizes of Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34] increase by 45%
and 33% respectively with ionic strength, whereas that of E10o-Ctn[15-34] remains constant.
Although the sizes most likely reflect the solution sizes of individual peptides, we cannot
completely exclude that a small degree of self-association contributes to the measured sizes.
Being a block-polyampholyte, at low ionic strength, one might have expected the E1o-Ctn[15-

34] to aggregate or coacervate as a consequence of electrostatic interactions, but this was not
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observed: this should have resulted in much larger solution sizes as measured in DLS.
Presumably, the lengths of the charged blocks were still too short, or the charged blocks were
too asymmetric in (in terms of numbers charges) for coacervation to occur. Instead, we
observe that at 100 mM of added NaCl the E1o-Ctn[15-34] the peptide is no longer fully

soluble at 10 mg.mL™.

Table 1. Hydrodynamic diameter as determined using dynamic light scattering of 10 mg.mL* of the peptides in
the indicated buffers: PB (10 mM Pi pH 7.4) and PBS (10 mM Pi pH 7.4 + 100mM NaCl). For 10 mg.mL* Ejo-
Ctn[15-34] in PBS we observed phase separation, therefore the experiment was done at the lower concentration
of 2 mg.mLwhere the system was in a one-phase region.

buffer 10 mM PipH 7.4 [ 10 mM Pi pH 7.4 + 100mM NaCl
Dy (nm) Dy (nm)
Ctn[15-34] | 2.2+0.1 3.2+0.1
(GS)s-Ctn[15-34] | 2.4+0.1 3.2+0.1
Eo-Ctn[15-34] | 4.0+0.3 4.1+£0.3

The larger solution size of the E1o-Ctn[15-34] peptide possibly reflects a different secondary
structure, therefore we next performed circular dichroism (CD) measurements for each of the
peptides. Spectra were acquired for 2 [Jg-mL™ peptide solutions in a 10 mM potassium
phosphate buffer at pH 7.4 (Fig. 2). We find that the E10-Ctn[15-34] spectrum is notably
different from that of (GS)s-Ctn[15-34] and Ctn[15-34], which essentially overlap with each
other. A qualitative comparison with typical CD spectra for random coil versus [J-helical
configurations shows that the (GS)s-Ctn[15-34] and Ctn[15-34] spectra are characteristic of
predominantly random coil configurations, whereas that of E1o-Ctn[15-34] is indicative for a
substantial contribution from [J-helices. For a more quantitative assessment we have used a
CONTIN algorithm to fit the CD spectrum and extract percentages of [J-helical structure. The

estimated percentages of [J-helical structure are 21% for E10-Ctn[15-34], and, respectively,
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3% and 4% for Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34]. This confirms the qualitative interpretation
that the deca(glutamic acid) pro-peptide significantly increases the overall [1-helicity of the
Ctn[15-34], whereas the addition of the flexible hydrophilic (GS)s sequence does not. The
increased helicity of Ei10-Ctn[15-34] could be related to the well-known propensity of
glutamic acid residues to stabilize a-helices. Similarly, the more unfolded structure of (GS)s-
Ctn[15-34] could be related propensity of the glycines to form loops and destabilize a-helices,
as previously demonstrated by Shingate and Showdhani [39]. A more helical structure for E1o-

Ctn[15-34] also matches well with the observation of larger solution sizes by DLS for this

peptide.
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Figure 2. Circular dichroism spectra of the peptides Ctn[15-34] (red), E10-Ctn[15-34] (black) and (GS)s-Ctn[15-
34] (blue). Residue molar ellipticity [] in deg.cm? /dmol is plotted versus the wavelength (2 in nm).
Measurements were performed at a peptide concentration of 0.2 Jg.mL*ina 10 mM K;HPO; 50mM Na,SO4

buffer, pH 7.4.

For an indication as to where helicity could be induced by the E1o model pro-peptide we have
performed molecular dynamics (MD) simulations, starting from initial theoretical structures

generated by molecular modelling studies (Supplementary Information Fig. SI-3 and Table
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SI-1) and which are based on the solution NMR structure of full-length crotalicidin in DPC
micelles [17]. The micellar environment typically induces a high [J-helical content of
antimicrobial peptides, so it may be expected that the MD runs for the peptides in water show
at least partial unfolding. Indeed, during the 100 ns runs, all peptides develop large root mean
square deviations (RMSD) as compared to the initial (Fig. 3a). A root mean square fluctuation
(RMSF) analysis (Fig. 3b) for the equilibrated configurations indicates that for Ctn[15-34]
and E10-Ctn[15-34] it is especially the C-terminus that exhibits the largest flexibility, whereas
for (GS)4-Ctn[15-34] the largest flexibility is exhibited by the N-terminal residues. For all
peptides, the loss of [J-helicity is accompanied by a decrease of ~0.2 nm in their radius of
gyration (Rg) (Fig. 3c). Representative snapshots of conformations of the peptides at

simulation times of 0, 50 and 100 ns are shown in Fig. 4.
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Figure 3. Molecular dynamics simulations in water (100 ns) for the peptides Ctn[15-34] (black curves), Eio-
Ctn[15-34] (red curves) and (GS)s-Ctn[15-34] (green curves), yielding the parameters a) Root mean square
deviation (RMSD) of single run, b) root mean square fluctuations (RMSF) and c) radius of gyration (Rg). Results
are for single runs, three runs were done, for each peptide, with similar results.

Trends observed in the MD simulations agree with the experimental observations using DLS
and CD: the Eio-Ctn[15-34] peptide has a larger gyration radius and larger [I-helicity, as
compared to both the Ctn[15-34] and the (GS)s-Ctn[15-34] peptides. The current level of
simulations however is not yet good enough to quantitatively compare experimental to

theoretical (J-helicities. For example, from the CD we find an almost no [I-helicity for the
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(GS)4-Ctn[15-34] peptide in solution (4%), but the simulation snapshots show that significant
[1-helicity remains after 100 ns (Fig. 4c). Taking the simulations therefore as a qualitative
indication for structural changes induced by attaching the acidic Eio and the control (GS)4
“pro-peptides” to Ctn[15-34], we conclude that the hydrophobic C-terminal part Ctn[15-34]
(colored orange in Fig. 4) remains largely unstructured irrespective of the attachments at the
N-terminal side. When attaching Exo, it is the E1o peptide itself that presumably contributes
mostly to the additional helicity that we observe in CD, and hence also to the increase in the

solution size observed in DLS.

a)

Ons 50ns 100ns
b)

Ons 50ns ~ 100ns
c)

Ons 50ns 100ns

Figure 4. Theoretical structures snapshots of a) Ctn[15-34], b) E1o-Ctn[15-34] and c) (GS).-Ctn[15-34] during
100 ns of dynamics simulations (50 ns intervals). Domain colors: basic domain Ctn[15-34] — dark blue,
hydrophobic domain Ctn[15-34] - orange, acidic Eio domain — light blue, control pro-peptide domain (GS)s—
green.
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Antimicrobial activity and toxicity

All three peptides were tested against different bacterial strains, both Gram negative and
Gram positive, in order to determine their in vitro antibacterial activity: E. coli ATCC 25922,
K. pneumoniae ATCC 13883 and S. aureus ATCC 25923. Additionally, we considered Gram-
negative clinical isolates from KPC positive E. coli (KPC+ 001812446) and K. pneumoniae
(KPC+ 001825971) due the medical relevance related to KPC strains by their resistance to

conventional antibiotics. MIC and MBC results are given in Table 2.

Table 2. MIC and MBC for the peptides Ctn[15-34], E10-Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34] against Gram-
negative and -positive bacteria. MIC and MBC determinations were carried out in triplicate, with no difference
in outcome.

MIC*(MBC) mg.mL"

Microorganism Gram
Ctn[15-34] | Ejy-Ctn[15-34] [ (GS)4-Ctn[15-34]

E.coli ATCC 25922 - 2(2) >128 (>128) 2(2)
E.coli (KPC+ 001812446) - 2(2) >128 (>128) 2(2)
K. pneumoniae ATCC 13883 - 2(2) >128 (>128) 2(16)
K. pneumoniae (KPC+ 8(8) >128 (>128) 16(32)
001825971) _
S. aureus ATCC 25923 + 16(>128) >128 (>128) 64(>128)

Results for Ctn[15-34] confirm those previously obtained by Falcao [17]: the peptide is very
active against Gram-negative bacteria presenting all the MIC values less than 8 ung.mL™, and
somewhat less against Gram-positive S. aureus. Additionally, We find that Ctn[15-34] is also
active against a clinical isolate (see Table 2). In stark contast, for E1o-Ctn[15-34] we find an
absence of any antimicrobial activity up to 128 [1g.mL™. Hence the Eiosequence is indeed a
very good model for an inhibitory pro-peptide. Inhibition of activity is not due to the absence

of a free N-terminus: the activity of the control peptide (GS)s-Ctn[15-34] is identical to that of
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Ctn[15-34] except for K. pneumoniae KPC and S. aureus, in which cases the MIC values are
16 and 64 pug.mL, respectively.

We have also studied the effect of the attachment of the pro-peptide on the toxicity of the
peptides to eukaryotic cells in vitro, and on the toxicity of the peptides in vivo using Galleria
mellonella larvae. A neutral red uptake (NRU) assay was used to access viability of the
mammalian cell line Caco-2. Monolayers of this cell mimic the human intestinal epithelium
and are widely used as a model of human intestinal absorption. Results are shown in Figure
5a. The NRU assay indicates complete cell viability after overnight incubation over the entire
concentration range studied for all the peptides. To confirm this result a more sensitive test
was used, the in vivo toxicity of the peptides for G. mellonella larvae. Following incubation
with 10 mg.kg™ of body weight of the peptides, survival of the larvae was measured up to 144
h (Figure 5b). The Ctn[15-34] peptide is more toxic than the other peptides: larvae treated
with this peptide have the lowest fraction of survival (Figure 5b). Within the experimental
margin of error, survival curves for the peptides E10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34] were
identical to those of the two controls, indicating that the addition of the (GS)s sequence

appears to reduce the in vivo toxicity but not the antimicrobial activity of Ctn[15-34].
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Figure 5. Toxicity of peptides Ctn[15-34], E1o-Ctn[15-34] and GSs-Ctn[15-34]. a) In vitro neutral red uptake
assay for Caco-2 cells. Viability (fraction of viable cells) as compared to untreated Caco-2 cells as a function of
peptide concentration. Diamonds: filled squares: PBS control, open squares: Ctn[15-34], open diamonds: Eio-
Ctn[15-34], open triangles: (GS)4-Ctn[15-34]. Error bars are standard deviations of replicate measurements b) In
vivo toxicity of the peptides for Galleria mellonella larvae. Percentage surviving larvae as a function of time.
Filled squares: H2O control, filled triangles: no treatment control, open triangles: Ctn[15-34], open diamonds:
E10-Ctn[15-34], open squares: (GS)s-Ctn[15-34]. For each peptide a group of n = 15 larvae were used, error bars
are standard deviations within the group.

Interaction of the peptides with model membranes

The peptide physical-chemical properties that have been suggested to correlate most strongly
with antimicrobial activity are their affinity towards model membranes, and their ability to
induce leakage in model liposomes. Therefore, we have tested whether the Eio model pro-
peptide prevents adsorption of the peptides on model membranes, and whether it prevents
leakage from model liposomes. As a model for the predominantly negatively charged
bacterial membranes, we use a 7:3 mixture (molar ratio) of the lipids DOPC and DOPG.
Liposomes were prepared with an average diameter of 190 £5 nm, as determined using DLS.
In a first experiment, supported lipid bilayers (SLB) were prepared on a silica wafer by
adsorbing the liposomes to the silica at low pH. Subsequently, the amount of peptide (mg/m?)
adsorbing to the SLB was monitored using reflectometry, as a function of time (Figure 6).
Note that in these experiments, we have also included the full-length crotalicidin peptide
(Ctn). The reflectometry experiments demonstrated that, under the conditions of the

experiment (10mM Tris 200mM NaCl, pH 7.5, and a peptide concentration of 16 [Jg.mL™)
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both full length Ctn and the fragment Ctn[15-34] adsorb to the model membranes at the same
surface density of approximately 0.5 mg.m?. Attaching the (GS)s sequence reduces the
adsorbed amount to approximately 0.3 mg.m2. Attaching the E1o model pro-peptide sequence
leads to a further reduction of the adsorbed but the Eio model pro-peptide sequence by no
means completely prevents adsorption: the adsorbed amount remains significant at

approximately 0.15 mg.m-,

0.6

Ctn =— Ctn[15-34] — (GS),-Ctn[15-34] Eo-Ctn[15-34] —

" (mg/m?2)

O 1 1 1
0 100 200 300 400

t(s)

Figure 6. Adsorption of the peptides Ctn, Ctn[15-34], Ei1o-Ctn[15-34] and GSs-Ctn[15-34] to mixed
DOPC:DOPG (7:3 molar ratio) supported lipid bilayers (SLB). Peptide mass [ (mg/m?) adsorbing to the SLB as
a function of time. Curves from top to bottom are for Ctn, Ctn[15-34], GS4-Ctn[15-34] and E10-Ctn[15-34].
Peptide concentrations are 16 [g.mLin 10 mM Tris 200mM NaCl, pH 7.5.

Next we measured liposome leakage induced by the various peptides. DOPC/DOPG
liposomes filled with 70 mM of calcein (internal concentration) were exposed to 128 [1g.mL"
1of the peptides, and the fluorescence increase due to liposome leakage was monitored over

time. Results for the percentage of liposome leakage induced by full length Ctn, Ctn[15-34],
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E10-Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34] as a function of time are shown in Figure 7. Leakage is
greatest for the full length Ctn peptide (30% after 8 min.). The induced leakage for the
Ctn[15-34] fragment and the (GS) s-Ctn[15-34] is the nearly the same (around 20% after 8
min.). Finally, the leakage induced by the E10-Ctn[15-34] peptide is the lowest of all peptides
tested, but the Eio pro-peptide by no means completely prevents induced leakage (which is
around 12% after 8 min.). Note that the absolute values of the induced leakage that we find
for the Ctn and Ctn-derived peptides are similar to those found for other AMPs at similar

conditions [40,41].
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Figure 7. Liposome leakage assay for the peptides Ctn, Ctn[15-34], Ei10-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-34].
Percentage of leakage as a function of time t(s). Mixed DOPC:DOPG (7:3 molar ratio) liposomes with a
diameter of 190 nm filled with calcein (70 mM inside the liposomes), at a lipid concentration of 50 /M, were
exposed to 128 [1g.mL™* of the peptides. Peptides were injected at t = 2 min (1). At t = 10 min (I) a small
amount of 10% (v/v) Triton X-100 was added to release all of the calcein. Two replicates are shown for each
peptide with different colors as indicated in the figure.
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Both experiments on model membranes therefore present results that do not correlate
precisely with the observed antimicrobial activities: the addition of the (GS)s leads to a
significantly lower adsorption, but leakage and antimicrobial activity are not affected. Most
strikingly, the addition of the Eio model pro-peptide leads to a complete inactivation of the
antimicrobial activities, but only to a somewhat lower adsorption on model membranes, and
to a only a somewhat lower induced leakage of model liposomes, in contrast to other studies
[8] where the presence of a pro-peptide was shown to lead not only to inhibition of
antimicrobial activity, but also to a much lower adsorption on- and leakage of model

liposomes.

Concluding Remarks

We have found for a crotalicidin-derived antimicrobial peptide, Ctn[15-34], that the N-
terminal addition of a deca(glutamic acid) model “pro-peptide” (E10) very effectively inhibits
the antimicrobial activity. Earlier suggestions in the literature were that inhibition of
antimicrobial activity is caused by charge neutralization and intra-molecular complexation of
the antimicrobial peptide with its acidic pro-region [6,7], leading to a reduction in membrane
activity [8]. For the model system introduced here however, we find no indications for intra-
or intermolecular (electrostatic) complexation at the solution conditions that we have tested
here. Also, while there is complete inhibition of antimicrobial activity, there is only a
moderate reduction in membrane binding and induced liposome leakage when N-terminally
attaching the E1o model pro-peptide to the Ctn[15-34] antimicrobial peptide. The N-terminal
attachment of the E1o model pro-peptide significantly increases the [1-helicity of the peptide in
solution, and for now we can only speculate that this conformational change might play a role

in the inhibition of the antimicrobial activity.
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In summary, our peptide model for the inhibition of antimicrobial activity by acidic pro-
peptides partly calls into question mechanisms for the inhibition suggested earlier (charge
neutralization, inter- and intramolecular complexation, leading to loss of membrane activity
and hence loss of antimicrobial activity). We suggest that conformational changes induced by
attaching the pro-peptides may be an additional factor determining the loss of antimicrobial
activity.

For further progress in elucidating how acidic pro-peptides inhibit activity of antimicrobial
peptides, it will be necessary to probe the activity and mechanism of various antimicrobial
peptides with and without their pro-peptides in still more detail, for example by using a
membrane potential assay [42]. Additionally, it will be neccesary to obtain more detailed
structural information for complete precursor proteins and the corresponding antimicrobial

peptides.
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Supplementary Information

Maldi MS and MS/MS analysis of E10 Ctn[15-34] peptide

MALDI MS analysis revealed that 30 min after dissolving the peptide E1o Ctn[15-34] in 10
mM Tris 100 mM NaCl, pH 7.5 and 10 mM K2HPOs 50mM Na:SOs, pH 7.4 buffer, no
modification of its mass (3662 Da) could be detected (Fig. SI-1A and B). For further
confirmation, MS/MS analysis for the peptide was also performed, indicating the presence of
10 glutamic acids at the N-terminal portion, without the loss of a water molecule (18 Da loss).
This means no pyroglumatization (cyclization) occurred for the first glutamic acid residue
(Fig. SI-1C and D). The same analysis performed after keeping the peptide in the buffer at 37

°C for 24h, gave an identical result (Fig SI-2).

Initial configurations for MD simulations

In silico studies were carried out as described in the Materials and Methods section, to arrive
at three dimensional structures for the peptides Ctn[15-34], E1o-Ctn[15-34] and (GS)4-Ctn[15-
34] to be used as initial configurations for the MD simulations. Molecular modeling
simulations revealed that all peptides show three to four turns of [J-helix at the N-terminus,
and have a highly disordered coil conformations at the C-terminus (PMVIGVTIPF-NH_) (Fig.
SI-3). From the modeling it also appears that the addition of pro-peptides (E1o and (GS).) at
the N-terminus seems (not taking in account any biomimetic environment) to enhance the
helical content of Ctn[15-34] (Fig. SI-3B and C). Theoretical models for Ctn[15-34], E1o-
Ctn[15-34] and (GS)s-Ctn[15-34] were validated according to their fold quality, the models
had z-scores in agreement to those observed for solution NMR structures deposited on PDB
(Table SI-1). In addition, for all validated models, >90% of amino acid residues had angles

within the most favorable regions in the Ramachandran plot, as well as overall g-factors
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above -0.5, suggesting they are indeed reliable structures to be used as initial configurations

for our Molecular Dynamics simulations (Table SI-1).
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Fig. SI-1- MALDI-ToF MS and MALDI-ToF/ToF MS analysis for the peptide E1o Ctn[15-34]. A. MALDI-TOF

MS spectra of peptide exposed to 30 min of 10mM potassium phosphate. B. MALDI-ToF MS spectra of peptide

exposed to 30 min of 10mM Tris-HCI + 100mM NaCl. C. MALDI-ToF/ToF MS spectra of the ion m/z 3663.105

annotated the glutamic acid residues of N-terminal after 10mM potassium phosphate exposition. D. MALDI-

ToF/ToF MS spectra of the ion at m/z 3663.735 annotated the glutamic acid residues of N-terminal after 10mM

Tris-HCI + 100mM NaCl exposition.
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Fig. SI-2- MALDI-ToF MS and MALDI-ToF/ToF MS analysis for the peptide Eig Ctn[15-34] after 24h of

exposition at 37°C. A. MALDI-ToF MS spectra of peptide exposed at 10mM potassium phosphate. B. MALDI-

TOF MS spectra of peptide exposed at 10mM Tris-HCI + 100mM NaCl. C. MALDI-ToF/ToF MS spectra of the

ion at m/z 3663.105 annotated the glutamic acid residues of N-terminal after 10mM potassium phosphate

exposition. D. MALDI-ToF/ToF MS spectra of the ion at m/z 3663.735 annotated the glutamic acid residues of

N-terminal after 100mM Tris-HCI + 100mM NaCl exposition.
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(C) (GS)s-Ctn[15-34]. Adaptive Poisson-Boltzmann solver (APBS) electrostatic potential of (A) Ctn[15-34], (B)

E10-Ctn[15-34] and (C) (GS)s-Ctn[15-34] ranging from — 5 kT/e (red) to + 5 kT/e (blue).
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Table SI-1

Peptide ProSA-web (z-score) PROCHECK (G-factor) Ramachandran plot
(most favorable region)%

Ctn[15-34] -0.79 0.14 100

E10-Ctn[15-34] -1.07 -0.07 96

(GS)s-Ctn[15-34] -0.9 0.09 90

Table SI- 1 - Folding quality and stereochemical validation of the three-dimensional theoretical models of

Ctn[15-34] and its analogues
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Abstract

The spread of multi-drug resistance and slow speed at which new antibiotics come
onto the market are undermining our ability to treat human infections. The cathelicidins are a
class of antimicrobial peptides being explored as novel antimicrobial agents, through
sequence modifications to enhance activity and stability while lowering cytotoxicity. In this
study, we describe the antimicrobial activity and structural characteristics of two new
rationally designed AMPs, named BotrAMP14 and CrotAMP14, which are based on the
snake vipericidins batroxicidin and crotalicidin respectively. Peptides BotrAMP14 and
CrotAMP14 showed broad-spectrum antimicrobial activity against type strains and clinical
isolates of pathogenic bacteria (MIC in the range 4-32 pg.ml™), with a low in vitro and in vivo
toxicity against Caco-2 cell lines and larvae of the Galleria mellonella moth. In silico
predictions and circular dichroism showed both peptides form a-helices, capable of disrupting
E.coli membranes. Based on our findings, we concluded that BotrAMP14 and CrotAMP14
form pores in bacterial membranes leading to cell death as proposed for the natural AMP

crotalicidin.

Keywords: Antimicrobial peptides, cathelicidins, rational design, bacterial resistance
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1. Introduction

The discovery of penicillin and streptomycin during the golden age of antibiotics
heralded a revolution in medical treatment of infections, but the spread of antibiotic resistance
has made these antibiotics ineffective against many common pathogens [1]. Overuse and
misuse of antibiotics select for microbial resistance through a variety of mechanisms [1].
Horizontal transfer of resistance determinants within and between species has led to the
emergence of pathogens which are resistant to multiple drugs [2], reducing our capacity to
treat infections with multi-drug resistant bacteria [1].

Research on the development of new strategies to combat antibiotic-resistance has
intensified, including research on the use of antimicrobial peptides (AMPS), which represent
one of the oldest innate defense mechanisms of eukaryotic organisms [3-5]. The composition
and biological effects of AMPs found in nature are diverse; they were initially studied
because of their antimicrobial activity, and it was discovered that they possess a rich spectrum
of other biological activities, such as immunomodulatory, wound healing, and anticancer [5-
9].

The number of potent antimicrobial AMPs available in various species of living
beings provides a remarkable resource for the development of improved synthetic variants
[10]. AMPs can range in length from 2-50 amino acid residues, and have a great diversity of
amino acid composition, structure and size. The rational (re)design of antimicrobial peptides
provides further possibilities to enhance their activity and increase stability. Sequence
modifications of natural peptides that have been explored may increase helicity, or alter the
net charge. Such modifications have been reported for cationic host AMPSs such as cecropins,
magainin, melittin and also cathelicidins [10-15]. AMPs have also been designed de novo
based on amphipathic a-helical structures limiting the changes to one basic amino acid

residue (lysine or arginine), and one or two hydrophobic amino acids (alanine,
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leucine/isoleucine, phenylalanine, or tryptophan) [16]. AMPs typically have a positive net
charge allowing an electrostatic interaction with negatively charged membranes of bacteria
[17-20]. Besides the positive net charge, hydrophobicity is one of the most striking features
related to AMPs, which allows penetration and disruption of the cell membrane [5].
Furthermore, an increase of hydrophobic amino acids in the peptide sequence has been
correlated with low toxicity for mammalian cells [5]. The conformational flexibility of AMPs
is related in part to their amphipathic nature, which makes them able to adopt varied
structures, such as a-helices, B-sheets or a mixture of both, which are formed after interaction
with the microbial membrane [5].

Among the several classes of antimicrobial peptides, the cathelicidin related
antimicrobial peptides (CRAMPS) produced by several vertebrates, including mammals and
snakes, have been widely studied [21]. Cathelicidins are often expressed and secreted by
epithelial cells lining animal glands or mucosa. The N-terminal domain is a highly conserved
region composed of its signal peptide and the cathelin domain. On the other hand, its C-
terminal domain, where the mature peptide is located, is highly variable in length and
sequence, both interspecies and intraspecies [22, 23]. Cathelicidins found in reptiles,
particularly lizards and snakes, produce the molecules that have a broad spectrum of
antimicrobial activity against a huge variety of bacterial fungi and viruses [24]. In addition to
their antimicrobial effect, cathelicidins have been reported to have other effects, such as
triggering immunogenic responses in the host, representing a large source of peptides with
therapeutic potential [24, 25]. In this study we present the antimicrobial activity and
structural characteristics of two new rationally designed AMPs, BotrAMP14 and CrotAMP14,

derived from the snake vipericidin peptides batroxicidin and crotalicidin [26].
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2. Material and Methods

2.1. Peptide synthesis and preparation

The peptides botrAMP14 (KKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-NH2) and crotAMP14
(KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH2) were purchased from Pepscan (Lelystad, the
Netherlands) and had a reported purity of >95%. The molecular mass for the peptides was
confirmed using Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight (MALDI-ToF)
on mass spectrometer Ultraflex MALDI-TOF 11l (Bruker Daltonics) [27]. The concentration
of the synthetic peptides was determined using measurements of absorbance at 205, 215 and

225 as described by Niebergall and co-workers [28].

2.2. In vitro antimicrobial assays

Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration
(MBC) determinations were performed for the ATCC strains Escherichia coli 25922 and
Staphylococcus aureus 25923, and for the clinical isolates, Pseudomonas aeruginosa PA14,
Klebsiella pneumoniae 1445333 and E. coli 1812446. Mueller-Hinton (Himedia) broth was
used to grow the strains overnight at 37 °C. MIC measurements were performed using 5x10°
CFU and dilution of the peptides BotrAMP14 and CrotAMP14 starting from 128 ug.ml™. The
MIC was determined after 24h of incubation at 37°C, assessed as the minimal 100%
inhibitory concentration. The absorbance was measured in a 96-well plate at 600 nm. Bacteria
cultured only in Mueller-Hinton and containing the antibiotics (chloramphenicol, gentamicin
and imipenem) were used as negative and positive control, respectively. MBCs were
determined by plating out 10 ul of the contents of the wells where no bacterial growth was
observed on MH agar plates. MBC was recorded as the lowest concentration at which no

colonies were observed after 24h incubation at 37°C.
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2.3. Neutral-red (NR) in vitro toxicity assay

Toxicity of the peptides to Caco-2 cells, at increasing peptide concentrations, was
determined using a neutral-red (NR) assay as described previously [29]. After overnight
incubation of Caco-2 cells with the peptides BotrAMP14 and CrotAMP14 at concentrations
from 2-128 pg.ml, 10uL of a 33 pg.ml™® NR solution was added to the wells containing the
peptide-incubated cells. After 3 more hours of incubation, the supernatant was removed and
the cells were washed with PBS. Next, 150 ul of 1% (v/v) acetic acid-50% (v/v) ethanol was
added and shaken for 10 min at room temperature. Finally, the absorbance was measured at
540 nm and 690 nm (background absorbance) using a SpectraMax M5 microplate reader
(Molecular Devices). Readings were expressed as NR uptake relative to the uptake of the cells

exposed to the negative control (medium or DMSO).

2.4. Galleria mellonella in vivo toxicity assay

In vivo toxicity was assayed using Galleria mellonella larvae [30] in their final instar
stage. The larvae were purchased (UK Waxworms Ltd, Sheffield, UK), and acclimatized in
the dark at 15 °C, and used within 14 days. Only larvae between 0.2 and 0.3 g were used for
experiments. Larvae were injected with 20 uL of BotrAMP14 and CrotAMP14 peptide
solutions, or controls in the left posterior proleg using Terumo Myjector 29G insulin syringes
(VWR International). Two negative control groups were included in every experiment; one
group was not injected to control for background larval mortality (no manipulation control)
and the other group (uninfected control) was injected with PBS to control for the possible
effect of physical trauma on mortality. After injection, larvae were acclimatized in Petri
dishes in the dark at 37 °C with 5% CO. for up to 144 h post-inoculation, and inspected every
24 h for survival. For each sample (non-manipulated control, water control, peptides) fifteen

randomly chosen larvae were used. The peptide concentration was 10 mg.kg™ of body weight.
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2.5. Circular Dichroism

Circular dichroism (CD) spectra were obtained using a Jasco-715 spectro-polarimeter
equipped with a Peltier element for temperature control. CD spectra were obtained in the far-
UV range, from 190 to 260 nm using a quartz cuvette with 0.1cm optical path. An averaging
of 20 single scans was obtained for the peptide concentration of 0.2 mg.mL™, for demi water,
10 mM potassium phosphate buffer at pH 7.4, and SDS 30%. All the spectra were fitted using
the CONTIN algorithm as implemented in the DICHROWEB [31, 32] webserver, using the
data basis set #7 for a quantitative interpretation of the spectra in terms of a percentage of a-

helical structure.

2.6. Molecular modeling

Initially, BLASTp [33] was performed in order to find the best template structures for
the molecular modeling of BotrAMP14 and CrotAMP14. Further, 100 theoretical three-
dimensional models were constructed using Modeller v. 9.12 [34], based on the nuclear
magnetic resonance (NMR) structure of a crotalicidin isolated from venom of the rattlesnake
(Crotallus durissus) (PDB code: 2MWT). The lowest free-energy theoretical models (DOPE
score) for both peptides were then selected and used for validation procedures according to
their fold (ProSA-web) [35] and stereochemistry (PROCHECK) [36]. Structure visualization

was done in PyMOL (http://www.pymol.org).

2.7. Molecular dynamics in water and mimetic vesicles POPC/POPG

Molecular dynamics (MD) simulations for BrotAMP and CrotAMP were carried out
in water, using the single point charge (SPC) water model. The simulations were performed
using the GROMOS96 43A1 force field from the computational package GROMACS v.5.0.4

[37]. The validated tridimensional theoretical models for both peptides were used as initial
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structures in the simulations and further immersed in 3,237 and 2,817 water molecules,
respectively, in cubic boxes. Chloride ions were added to neutralize the systems’ charge. MD
simulations in SDS were carried out in dodecahedron boxes, where both peptides were put in
contact with SDS micelles constituted of 100 detergents. SDS micelles were built, and their
topologies generated using the CHARM-GUI server [38]. Geometry of water molecules was
constrained using the SETTLE algorithm [39]. Moreover, the LINCS algorithm was used to
link all the atom bond length. Particle Mesh Ewald (PME) was used for electrostatic
corrections with a radius cut-off of 1.4 nm to minimize the computational simulation time.
The same radius cut-off was used for van der Waals interactions. The list of neighbors of each
atom was updated every 10 simulation steps of 2 fs each. The steepest descent algorithm
(50,000 steps) was applied for energy minimization. The systems underwent a normalization
of temperature and pressure to 300 K and 1 bar using the velocity rescaling thermostat (NVT)
and the Parrinello-Rahman barostat (NPT), respectively, for 100 ps. The systems with
minimized energy and balanced temperature and pressure were submitted to molecular
dynamics simulation for 100 ns. Molecular dynamics (MD) studies were also performed in
membrane environment using a 50 A2 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine
(POPC)/1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylglycerol (POPG) bilayer, in a molar
ratio of 1:1. The CHARMM-GUI server [38] was used to place BotrAMP14 and CrotAMP14
in the bilayers using the insertion method. The topology files for POPC and POPG were
obtained from ATB [40], and the assembled system was simulated using the GROMOS96
53a6 force field. Similarly to the simulation in water, the peptide/bilayer systems underwent a
normalization of temperature and pressure to 300 K and 1 bar using the velocity rescaling
thermostat (NVT) and the Parrinello-Rahman barostat (NPT), respectively, for 100 ps. The
systems with minimized energy and balanced temperature and pressure were submitted to

molecular dynamics simulation for 100 ns, using the leap-frog algorithm.
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2.8. Scanning Electronic Microscope

Scanning electronic microscope (SEM) analysis was performed by the Adherence of
Cells to Poly-L-Lysine-Coated Slides analysis technique. Prior to SEM analysis, E. coli
ATCC 25922 was grown in Mueller-Hinton (Himedia) broth overnight at 37°C, and the
concentration of 5x10° CFU was used to the analysis. The bacterial cultures were centrifuged,
and phosphate buffer was used to replace the MH broth. The bacterial culture was increased
by 16 pg.ml* and 4 pg.mi? for BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides respectively, for 0, 5,
30 and 60 minutes of incubation. Samples for SEM were prepared by leaving microscopes
slide coated with poly-L-lysine in a 10 mL suspension of the cells incubated with the peptides
and allowing the cells to settle at room temperature for 60 min, for the cells to adhere to the
surface of the slides. Next, 2.5% glutaraldehyde in phosphate buffer was used for fixation.
Finally, water was removed using critical point drying: first, the samples were immersed in a
graded series of increasing ethanol: 25%, 50%, 75%, and two x 100% each for 10 min. This

was followed by transferring the samples to absolute ethanol, and by critical point drying.

3. Results

3.1. Rational design of peptides

The sequences of the new BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides were based on
subsequences of two pit-viper cathelicidins: the subsequence Btn[15-34] of batroxicidin
(*KKRVKKFFRKPRVIGVTFPF*) and the subsequence Ctn[15-34] of crotalicidin

(PKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF34) (Figure 1A).

127



Table 1. Physicochemical properties of the peptide templates and the final peptides.

' . Net charge® . Hydrophobicity* Hydrophobic moment"
Peptides Residues pl Molecular mass
(pH7) <H> <pH>
Batroxicidin 34 +16 12.50 0.207 0.473 4258.29
Crotalicidin 34 +16 12.09 0.263 0.440 4151.33
Btn|[15-34] 20 +9 12.32 0.317 0.306 2478.08
Ctn[15-34] 20 +8 11.43 0.455 0.311 2371.07
BotrAMP14 14 +8 12.04 0.390 0.888 1957.46
CrotAMP14 14 +8 11.43 0354 0.849 1820.43

“Determined for C-terminal amidated (NH,) peptides
® Determined by the compute pi algorithm (http://web.expasy.org/compute pi/)
¢ Determined by the Heliquest server (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/)
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These analogues were first mapped onto a helical wheel diagram [41], in order to identify,
respectively, the cationic and hydrophobic faces of the BotAMP14 and CrotAMP14 peptides
when folded into an a-helix. (Figure 1B). In order to arrive at the BotrAMP14 and
CrotAMP14 sequences, we applied a number of mutations that enhance the amphipathic
nature of the peptides. For Btn[15-34] we replaced residues (K, V4, P!, R'?, G, V¢ T17 and
P), by residue W3 and K'2 to arrive at BotrAMP14. Similarly, for Ctn[15-34] replaced

residues (K%, P, V13, G, V18 T and P%), by residue K*? to arrive at CrotAMP14.

A Exon 1 ‘Exon4
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CAMP COOH
KRFKKFFKKI ,KNS\'KKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-NH; Batroxicidin
KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH, Crotalicidin
KKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-NH, Btn[15-34]
KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-NH, Ctn [15-34]
KRWKKFFRKVIKFF-NH, BotrAMP14
KRLKKIFKKMIKIF-NH, CrotAMP14

Figure 1. A. Domain structure of crotalicidins in general followed by the sequence of the natural occurring
vipericidins (Batroxicidin and Crotalicidin), the sequence of the intermediate peptides (Btn[15-34]and Ctn[15-
34]) and the rational designed peptides BotrAMP14 and CrotAMP14. The green letters represent the original
amino acid sequence. The black letters represent the discarded amino acid. The red letters represent hydrophobic
amino acids included, and the blue letters represent the cationic amino acids included. B. Helical-wheel
projections for BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides.
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3.2. Antimicrobial properties

For both peptides, the in vitro antimicrobial activity was tested against different
bacterial strains, both gram-negative and gram-positive. As shown in Table 2, the peptides
BotrAMP14 and CrotAMP14 exhibited a pronounced activity against Gram-negative bacteria
both for ATCC and multi-resistant clinical isolates. As shown in Table 2, the peptide
BotrAMP14 was shown to be less active against E.coli ATCC 25922 than CrotAMP14,
presenting a MIC of 16 and 4 ng.mL™, respectively. However, both of the peptides exhibit the
same MIC of 4 ug.mL™ for the clinical isolate E.coli 1812446 (Table 2). On the other hand,
for the clinical isolate K.pneumoniae 1445333, the activity of BotrAMP14 was higher than
CrotAMP14, respectively 4 and 32 ug.mL™, and slightly better for P. aeruginosa P14, 32 and
64 pg.mL? (Table 2). Finally, for Gram-positive S.aureus ATCC 25923, both peptides

presented the same MIC activity of 32 ug.mL™? (Table 2).

Table 2. Minimal inhibitory concentration (MIC) and Minimal bactericidal concentration (MBC) of BotrAMP14
and CrotAMP14 peptides against ATCC and clinical isolated bacteria.

BotrAMP14 CrotAMP14
Microorganisms Gram pg.mL™
MIC MBC MIC MBC
E. coli ATCC 25922 - 16 32 - -+
E.coli KPC+ 1812446 - 4 4 4 4
K. pneumoniae KPC+ 144533 - 4 32 32 32
P. aeruginosa PA14 - 32 64 64 64
S. aureus ATCC 25923 + 32 32 32 32

3.3. Toxicity of peptides for Caco-2 cells and Galleria mellonela

We studied toxicity of the peptides in vitro against eukaryotic cells and in vivo using
G. mellonella larvae. A neutral red uptake (NRU) assay was used to determine the viability of
mammalian Caco-2 cells as a function of peptide concentration. For BotrAMP14 peptides we
observed a viability of 100% at the maximum concentration (160 pg.mL™?) (Figure 2A).

CrotAMP14 peptides were somewhat toxic for Caco-2 cells, and resulted in viability higher
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than 60% for the maximum concentration used (160 pg.mL™?) (Figure 2A). For a measure of
in vivo toxicity, both peptides were tested on the greater wax moth G. mellonella larvae for a
period of 144 h, at a peptide concentration of 10 mg.kg™ of body weight (Figure 2B). Survival
curves indicated that both peptides are weakly toxic. For the BotrAMP14 peptide, the survival
percentage of the larvae was higher than 85% on the last day of the experiment, after 144h.
The peptide CrotAMP14 was somewhat more toxic, and after 144 h presented a percentage of

survival higher than 70% for the G. mellonella larvae (Figure 2B).
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Figure 2. Toxicity of the peptides BotrAMP14 and CrotAMP14. In vitro neutral red uptake assay for Caco-2
cells. A. Viability as compared to untreated Caco-2 cells as a function of peptide concentration. Empty circle:
PBS buffer control, filled square: BotrAMP14, filled triangle: CrotAMP14. B. In vivo toxicity of the peptides for
Galleria mellonella larvae. Percentage surviving larvae as a function of time. Empty circle: H20 control, empty
diamond: non-manipulated, filled square: BotrAMP14, filled triangle: CrotAMP14.

3.4.  Structural evaluation

In order to elucidate the secondary structure for the novel BotrAMP14 and
CrotAMP14 peptides, measurements of circular dichroism allied to molecular modeling were
performed in several environments. Circular dichroism spectra were acquired in demi water,
10 mM potassium phosphate buffer at pH 7.4 and in 30% SDS. Results are shown in Figure 3.
Spectra for BotrAMP14 and CrotAMP14 in demi water and in 10 mM potassium phosphate

buffer (Figure 3A-B) were indicative of a random coil secondary structure in these solvents.
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However, in a membrane mimetic environment (30% SDS) the spectra were clearly indicative
of an a-helical structure for both peptides (Figure 3C). Model fits of the CD-spectra were used
to obtain a more quantitative assessment of the secondary structure of the peptides in the
different solvents. As also indicated in Figure 3A-B, from fitting the spectra for the
BotrAMP14 peptide, we estimated a percentage random coil structure in demi water and 10
mM potassium phosphate buffer of 38.8% and 61.6% respectively. For CrotAMP14, the
percentages were very similar, viz. 48.7% and 66.9%. On the other hand, the dominant type of
secondary structure in SDS 30% solutions for both peptides was the a-helical secondary
structure. By fitting the spectra, we found percentages of [1-helical secondary structure of

65.5% and 69.1%, respectively, for BotrAMP14 and CrotAMP14.
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Molecular modeling of BotrAMP14 and CrotAMP14 also indicated that both peptides may
adopt an a-helical conformation (Figure 4A and 5A), as a consequences of their rationally
designed strongly amphipathic nature, with hydrophobic and positively charged faces in a
helical wheel representation (Figure 1B). The MD simulations in water (Figure 4B, 5B)
corroborated that in this solvent both BotrAMP14 and CrotAMP14 adopted a random coil
configuration: after 100 ns of simulation time, both peptides were largely unfolded. In
contrast, for the MD simulations in SDS it was found that the a-helical structure remained
stable for the 100 ns of simulation time (Figure 4C and 5C). Unfolding to a random coil
configuration in water and preservation of [1-helical structure in 30% SDS was also evident
from the time development of the Root-mean-square-deviations (RMSD) as compared to the

initial configurations (Figure 4D, 5D).
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Figure 4. A. Lowest free energy theoretical model for BotrAMP14. Adaptive Poisson-Boltzmann solver (APBS) electrostatic potential of BotrAMP14; potential ranges from
— 5 kT/e (red) to + 5 kT/e (blue). B. Structural snapshots of BotrAMP14 in water after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. C. Structural snapshots of
BotrAMP14 in SDS after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. MD analyses, including root mean square deviation (RMSD) (A), root mean square fluctuation
(RMSF) (B) and radius of gyration (Rg) (C) are also shown.
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Figure 5. A. Lowest free energy theoretical model for CrotAMP14. Adaptive Poisson-Boltzmann solver (APBS) electrostatic potential of BotrAMP14; potential ranges from —
5 kT/e (red) to + 5 kT/e (blue). B. Structural snapshots of CrotAMP14 in water after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. C. Structural snapshots of CrotAMP14
in SDS after 100 ns of molecular dynamics (MD) simulations. MD analyses, including root mean square deviation (RMSD) (A), root mean square fluctuation (RMSF) (B) and
radius of gyration (Ra) (© are also shown.
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3.5. Membrane interaction analyses

Scanning electron microscope analysis was performed to clarify the mechanism of
bacterial death at MIC concentrations for BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides at different
incubation times. The high-resolution images showed that both peptides induced damage to
E.coli ATCC 25922 bacterial cells (Figure 6). Results for the BotrAMP14 and CrotAMP14
peptides were similar. At time Oh (control), no damage to the bacterial cells (Figure 6A-B)
was observed, but after 5 min of exposure of the E.coli cells to the peptides, holes in the
bacterial outer membranes started to appear (Figure 6C-D). The number of these holes was
larger at 30 min incubation time (Figure 6E-F). Finally, after 1 h of incubation larger-scale

damage to the cells was observed (Figure 6G-H).
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Figure 6. Scanning electronic microscope (SEM) high resolution images of E.coli ATCC 25922 in the presence
of BotrAMP14 and CrotAMP14 peptides after 0 min (A-B), 5 min (C-D), 30 min (E-F) and 60 min (G-H) of
incubations. Arrows indicate cell damage.
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To further strengthen the hypothesis that antimicrobial activity is due to membrane
disruption, MD simulations were also performed in a more realistic membrane-mimetic
environment, viz., a mixed bilayer of POPC/POPG. Indeed, in this case, the a-helical initial
structures were almost completely preserved during the 100 ns of simulation time, for both

BotrAMP14 and CrotAMP14 (Figure 7A and B).
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Figure 7. A. Structural snapshots of BotrAMP14 in POPC/POPG 1:1 (C) after 100 ns of molecular dynamics
(MD) simulations. B. Structural snapshots of CrotAMP14 in POPC/POPG 1:1 (C) after 100 ns of molecular
dynamics (MD) simulations.
4. Discussion and conclusions

The worldwide increase in antibiotic-resistant bacteria is driving the search for new

compounds to fight these bacteria. AMPs are a potential alternative to traditional antibiotics,

with attractive features such as their broad spectrum activity and slow development of
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resistance [42]. However, in order for AMPs to be useful as medicines, adjustments need to
be made to optimize these compounds with respect to their antimicrobial activity, stability and
size. Cathelicidin related antimicrobial peptides (CRAMPs) are an attractive class of broad-
spectrum AMPs that have other possibly interesting biological activities as well, such as being
effectors of the immune system, and their ability to interact with nucleic acids, causing cell
death [43, 44]. Rational redesign of their amino acid sequence, to tune amphipaticity, degree
of helicity, charge, etc. [10], can be used to further improve their usefulness as future
antimicrobial medicines. We here present two new AMPs derived from two snake
cathelicidins. Previously, Falcao and colleagues [26] reported the discovery of two new
vipericidins, Crotalicidin and Batroxicidin, with very similar sequences and high
antimicrobial capacity. Subsequently, Falcao and coworkers [45] showed that just a small part
of the C-terminal Crotalicidin sequence (15-34 amino acid residues), named Ctn [15-34], was
highly active against several microorganisms, while the N-terminal sequence showed low
antimicrobial activity. Following the same rationale used for the peptide crotalicidin, where
only its C-terminal region has been described as active against microorganisms, the C-
terminal sequence (named Btn[15-34] by us) of the peptide batroxicidin (15-34 amino acid
residues) was also used as a template for the creation of another peptide called BotrAMP14.
Cationic AMPs presenting a-helices (cecropins, lactoferrin, cathelicidins and
magainins), and B-sheets (defensins, gramicidins and protegrins) are commonly modified
using a rational design strategy which allows a shorter motif to be obtained, decreasing the
cost of producing synthetic peptides for therapeutic applications [10]. In addition, removal of
specific residues with undesired properties may also produce peptide analogues with a lower
toxicity and immunogenic response, which may be related to the use of longer parental

sequences [10]. This minimalist design was used here to create the new smaller peptides,
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BotrAMP14 and CrotAMP14. The amino acid Lys (K'?) was inserted in the sequences aiming
for an efficient initial electrostatic interaction with the bacterial membranes, performing
efficient microbial activity. Furthermore, lysine-rich peptides have reduced toxicity against
eukaryotic cells [46]. The Trp (W?) was inserted because of its ability to position itself more
deeply into the bacterial membrane, having a distinct preference for the interfacial region of
lipid bilayers, making the BotrAMP14 peptide more efficient in disrupting the bacterial cell
membrane [10, 47, 48].

The efficient antibacterial activity described here (Table 2) for the new rational
designed peptides BotrAMP14 and CrotAMP14, is consistent with work on previous
cathelicidin related antimicrobial peptides (CRAMP) [49]. Mostly, the analogue peptide
CrotAMP14, in comparison with the data published for the subsequence Ctn [15-34], shows
to be more active against gram-positive bacteria S.aureus ATCC and also the clinical isolates
E. coli and P. aeruginosa [45]. This improved activity may be due to the fact that the
analogue presents a higher percentage of a-helical structure than its parental template, besides
a high hydrophobic moment. The propensity to form structures in amphipathic a-helices in
mimic membrane environments has been demonstrated by several studies, which is important
for the disruptive activity of AMPs [50]. More recently, Pérez-Peinado and coworkers [51]
demonstrated that the zeta potential observed in the bacterial cell membrane would suggest
that the cationic and a-helical peptides crotalicidin and its analogue Ctn[15-34] accumulate
and interact with the negative charges on the bacterial surface. In addition, the results of flow
cytometry confirmed that both the peptide crotalicidin and Ctn [15-34] could permeate the
bacterial cell membrane, suggesting that its mechanisms of action are different from each
other [51]. Once the results obtained by Perez-Peinado and coworkers [51] have been

analyzed, it can be inferred that both the redesigned peptides used in our study can act in a
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similar way to those described for crotalicidin and Ctn [15-34]. Indeed, the peptides
BotrAMP14 and CrotAMP14 maintained many of the characteristics presented by the
templates used (batroxicidin and crotalicidin), even after their reduction in size.

In relation to other CAMPs, Chen and coworkers [52] also demonstrated the activity
of several peptides derived from the cathelicidin BF-30 (Bf-CRAMP), demonstrating that an
oligopeptide of 15 amino acid residues (*'VKRFKKFFRKLKKSV!"?) maintained its
minimal helical alpha structure required for an antimicrobial activity. Another study on
cathelicidins focused on the use of short synthetic peptides of sequences incorporated into
Ophiophagus hannah peptides (Oh-CRAMP and Oh-CATH), and distinct microbial activity
and hemolysis were demonstrated relative to human erythrocytes in comparison with their
original parent sequence [53]. Finally, Latour and coworkers showed the antimicrobial
activity of peptides derived from Naja atra, composed of the ATRA motif, i.e,
KR(F/A)KKFFKK(L/P)K. Moreover, the peptide showed insignificant toxicity to
erythrocytes [54]. Cationic peptides sometimes show a high toxicity due to the increase in
their net charges [55], and it is well known that the propensity for helical structuring plays a
dominant role in determining AMP cytotoxicity [56]. Studies have shown that helicity related
to AMPs may play a greater role for toxicity than for antimicrobial activity [57]. Contrary to
what was demonstrated here, Wang and coworkers [58] showed that derivate crotalicidin
EVP50 presented the highest toxicity activity against zebrafish larvae in comparison to the
original vipericidin sequences. On the other hand, other works performed with
analogues/derivatives of cathelicidins indicated that such peptides had low toxicity of
hemolysis [52-54].

In conclusion, it was possible to observe that the simple rational design of natural

antimicrobial peptides can be a powerful tool in obtaining new active peptides, thus allowing
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the manipulation of their most important characteristics to obtain activity. In addition, the
peptides BotrAMP14 and CrotAMP14 seem to be reliable candidates for drug development,

especially for the treatment of bacteria-related infections resistant to conventional antibiotics.
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Discussao Geral e conclusoes

Durante séculos, os prestadores de cuidados em saude e organiza¢Ges governamentais
preocuparam-se com as infec¢Ges nosocomiais, tanto nas comunidades como em ambientes de
salde. Entretanto, nas ultimas décadas, o foco na prevencdo e controle de infeccGes
associadas aos cuidados de saude (IACS) aumentou. Estimativas globais da prevaléncia de
IRAS ndo estdo disponiveis, mas estima-se que mais de 4 milhdes de pacientes na Europa e
1,7 milhdo nos EUA desenvolvam pelo menos uma infeccdo a cada ano, com uma maior
prevaléncia nos paises em desenvolvimento (Allegranzi, Bagheri Nejad, et al., 2011). IACS
podem estar associadas ao maior tempo de hospitalizacdo e excesso de mortalidade e
morbidade, com o custo de bilhdes de ddlares em ambientes hospitalares associados e impacto
psicossocial e econdmico nas pessoas envolvidas, bem como em suas familias e comunidades
(Andersson et al., 2010).

IACSs podem ocorrer quando pacientes suscetiveis sdo expostos a microrganismos
infecciosos durante sua permanéncia em um ambiente de saude. Pacientes de longa
permanéncia em hospitais podem ser frequentemente mais suscetiveis a infec¢des do que
aqueles em comunidade, devido a sua doenga, uso de terapias imunossupressoras, exposicao a
procedimentos invasivos ou contato com outras pessoas que tém infeccdes. Agentes
infecciosos podem ser frequentemente disseminados pelo contato direto com as maos
contaminadas, ou pelo contato indireto através de objetos contaminados, tais como
equipamentos de atendimento ao paciente, uniformes de profissionais de salde e superficies
ambientais (Siegel et al., 2007).

Embora os agentes antimicrobianos tenham sido inicialmente bem sucedidos no
tratamento dessas infec¢Oes, seu uso irrestrito em humanos e animais fez com que as taxas de
resisténcia antimicrobiana aumentassem de forma alarmante, especialmente em paises em
desenvolvimento. Em um estudo de 2009, >50% das cepas de E. coli na China e >70% na
india foram identificadas como produtoras de B-lactamases, indicativas de resisténcia
(Hawser et al., 2009). Estima-se agora que 100-200 milhdes de pessoas na india podem
abrigar bactérias Gram-negativas que carregam a enzima metalo-p-lactamase (NDM-1) de
Nova Delhi, que torna a bactéria praticamente intratavel (Walsh et al., 2011), ndo sabendo

quantas pessoas j& sofreram infeccGes desses organismos. O saneamento deficiente e uso
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excessivo de antimicrobianos descontrolados na salde e na agricultura podem ser 0s
principais culpados.

A resisténcia a antimicrobianos pode ser um problema de saude global significativo,
particularmente considerando a associacdo entre o aumento da mortalidade e o tempo de
internacdo hospitalar para pacientes com infeccBes bacterianas resistentes a maultiplos
medicamentos (MDR) (Satlin et al., 2016). A disseminacdo global da resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos de ultima linha, como os carbapenémicos e a colistina, ameaca o retorno
de uma era pré-antibiotica (Looke et al., 2013). Pode ser que esta questdo se agrave ainda
mais, dada a falta de novas classes de medicamentos antibacterianos que foram desenvolvidas
nas Ultimas décadas e que podem tratar infeccGes causadas por patdgenos MDR (Deak et al.,
2016). Dado que o processo de desenvolvimento de medicamentos pode levar décadas, a
otimizacdo do uso de antimicrobianos atualmente disponiveis deve ser considerada uma
ferramenta essencial para minimizar a emergéncia de resisténcia a antimicrobianos.

Nesse cenério onde microrganismos MDR vém crescendo ao longo dos anos, 0s
PAMs se apresentam como importantes candidatos para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos. Eles podem ser expressos pelo hospedeiro visando a eliminacdo de
patégenos invasores, além de poder aumentar a resposta imunoldgica (Zasloff, 2002). Tais
efeitos benéficos relacionados aos PAMs podem ser determinados por suas propriedades
fisico/quimicas: sequéncias curtas (<50 aminoacidos), cationicidade (carga liquida média +3)
e com um contetdo hidrofébico médio de 42% (Wang et al., 2016). A cationicidade, bem
como a hidrofobicidade desses peptideos se apresentam como elementos importantes na
geracdo de suas estruturas anfipaticas, que permitem que os PAMs catibnicos interajam
preferencialmente com membranas bacterianas anidnicas ricas em fosfatidilglicerdis (PGs)
(Wang et al., 2016), o que contrasta com as membranas celulares humanas que podem ser
constituidas por fosfolipidios zwitteridnicos (PCs) e colesterol. Acredita-se que tal diferenca
na composicao da membrana seja uma das principais razdes pelas quais os PAMs se mostram
seletivos (Epand e Vogel, 1999). Os PAMs ligados a membrana parecem exercer seus efeitos
através de multiplos mecanismos. Por exemplo, os peptideos LL-37 humanos da classe das
catelicidinas, podem causar aglomeracdo lipidica anidnica, permeando as membranas
bacterianas podendo causar sua ruptura (Wang et al., 2012) através de modelos de
poros/tapete (Henzler Wildman et al., 2003). Além disso, diferentes PAMs podem funcionar

através de diferentes mecanismos. A expressdo de varios PAMs pode ndo ser redundante,
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sendo que esses peptideos podem funcionar sinergicamente para se alcancar 6timos resultados
(Wang, 2010). Finalmente, os PAMs também podem aumentar a resposta imunoldgica a
patogenos invasores (Hancock e Lehrer, 1998). Todos esses mecanismos podem dificultar o
desenvolvimento de resisténcia pelos patdgenos.

O sistema imunolégico inato parece ser essencial para a sobrevivéncia humana,
embora uma resposta imune extrema ou inapropriada possa resultar em sequelas (Hilchie et
al., 2013). O processo de inflamacdo atipica pode ser a chave de um grande numero de
doencas; incluindo infeccéo e doencas inflamatorias (Hilchie et al., 2013). O motivo do por
que as inflamacdes se tornam crénicas ainda ndo esta claro, levando a um debate importante,
uma vez que isso pode ser diferente para cada tipo de doenga (Hilchie et al., 2013). Sendo
assim, o processo inflamatorio ndo pode ser medido em uma Unica condicdo, sendo causada
principalmente por algum disturbio em redes regulatrias que gerenciam processos
inflamatorios (imunoldgicos inatos), onde essas redes envolvem varias proteinas, vias, fatores
de transcricao e elementos funcionais (Gardy et al., 2009; Hancock et al., 2012). Os peptideos
ligados ao hospedeiro (PLH) e PAMSs possuem a capacidade de modular as vias imunoldgicas
inatas, apresentando efeitos seletivos no processo inflamatério dependendo dos agonistas
relacionados e dos resultados medidos, como foi demonstrado para a catelicidina LL-37 com
diferentes agonistas dos receptores do tipo Toll (TLR), onde, podem ser inibidas algumas
respostas e fortificar outras (Mookherjee, N. et al., 2006).

Com base na analise in vitro e in vivo, os efeitos imunomoduladores de PLHs e PAMs
tém sido amplamente estudados, sendo as catelicidinas e defensinas as mais bem
caracterizadas (Bowdish et al., 2006). Experiéncias padrdo que podem ser realizadas para
avaliar a resposta imunomoduladora de PAMSs, incluem medigdes in vitro de mediadores
inflamatdrios e antiinflamatorios em células imunes (Bowdish et al., 2005). Os PAMs podem
ser co-administrados com ligantes imunes, como lipopolissacarideos (LPS) ou mesmo com
microrganismos mortos pelo calor como interferentes miméticos, resultando em alteragdes
nas produgdes das citocinas analisadas (Lee et al., 2018). Com base na literatura cientifica,
fica claro que os PAMs podem ser intrincados na ativacdo de respostas imunes pro-
inflamatdrias e antiinflamatorias, e o fazem por meio de mecanismos divergentes que variam
de acordo com o contexto biologico (Lee et al., 2018). PAMs que possuem habilidades para
induzir a imunomodulagdo podem ser muito comuns: estudos iniciais utilizando

camundongos demonstraram que a catelicidina LL-37 tem uma potente atividade anti-séptica
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inibindo o estimulo de macréfagos por endotoxinas bacterianas como o LPS, protegendo os
camundongos da endotoxemia (Mookherjee, Neeloffer et al., 2006). A LL-37 estimula a
producdo de MCP-1 e IL-8, mas ndo TNF-a, levando ao emprego de componentes imunes ao
local da infeccdo (Scott, Monisha G. et al., 2002). Mais especificamente, a LL-37 quimio atrai
leucdcitos através do receptor de peptideo formilo do tipo 1 (Kurosaka et al., 2005).

Os peptideos antimicrobianos do tipo catelicidina (CAMPS) se apresentam como uma
classe de grande interesse biotecnoldgico por possuirem um amplo espectro de atividades
antimicrobianas, além de agirem como efetores do sistema imunoldgico e ainda por sua
capacidade de interagir com os acidos nucleicos, causando a morte celular. As catelicidinas
podem ser peptideos anfifilicos, catibnicos, consistindo de 12 a 97 aminoacidos. Essa familia
de peptideos foi descoberta pela primeira vez em neutréfilos bovinos por Zanetti e
colaboradores no inicio dos anos 90 (Zanetti, 2004). O termo catelicidina foi consolidado em
1995 para descrever essa familia de peptideos catiénicos. Essa familia compartilha um DNA
conservado e uma sequencia pré-pro-peptidica em seu N- terminal, possuindo uma sequéncia
altamente homologa para a codificacdo da proteina catelina (CLD) (Zanetti, 2004). Assim, as
catelicidinas sdo nomeadas paradoxalmente com base nessa homologia na parte do precursor
envolvida na secrecdo e processamento, apesar do fato de que essa familia tornou-se mais
conhecida pelas propriedades antiinflamatérias da proteina madura (processada), sendo seu
potencial inibitério da protease pouco investigados (Zanetti, 2004).

Embora a importancia dos dominios antimicrobianos das catelicidinas na defesa
imunoldgica tenham sido bem documentadas, a CLD tem atraido pouca atencdo, apesar de
sua conservacdo dentro dos mamiferos ao longo de pelo menos 100 milhdes de anos de
historia evolutiva (Zhu, 2008). Tal conservacdo estrutural sugere uma possivel similaridade
funcional entre a CLD e as cistatinas (uma inibidora de protease), uma vez que ambos
apresentam o mesmo padrao estrutural (Yang et al., 2003), o que foi confirmado pelo trabalho
de Zaiou e colaboradores (Zaiou et al., 2003), que demonstraram que o0 hCAP-18/LL37 CLD
humano foi capaz de inibir a atividade de protease da catepsina L. Inesperadamente, um
trabalho recente demonstrou que o CLD de protegrina-3 (PG3) de suino pode ativar a
atividade de protease da catepsina L e este efeito de ativacdo pode ser associado a uma regido
de loop da estrutura da CLD (Zhu et al., 2008).

Por muito tempo, a fungdo da CLD do N-terminal foi teorizada para atuar apenas

como um balanceador para neutralizar o dominio antimicrobiano catiénico da por¢do C-
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terminal durante o transporte e armazenamento intracelular para evitar a potencial
citotoxicidade intracelular (Martin et al., 1995). No entanto, experiéncias in vitro
identificaram funcdes imuno-relacionadas de CLDs de humanos e suinos (Zaiou et al., 2003),
enguanto nada é conhecido em relacao aos seus efeitos in vivo. A detec¢do de selecdo positiva
das CLDs tem implicacGes para estabelecer sua importancia bioldgica fundamental, uma vez
que a selecédo natural forneceu inovacdes evolutivas para a adaptacdo molecular (Anisimova e
Liberles, 2007). A este respeito, CLDs de humanos e suinos nos oferecem informacoes
valiosas: uma copia Unica de CLD humana atua como um inibidor de catepsina L, enquanto a
familia multigénica de CLD de suinos, originada de duplicacdo e divergéncia subsequente,
desenvolveu um efeito ativador na catepsina L em alguns membros (Zhu, 2008). Evidéncias
de evolucdo adaptativa combinadas com dados funcionais in vitro indicam claramente que a
diversificacdo funcional do CLD representa uma vantagem evolutiva para sofrer adaptacdo
ecoldgica ao meio ambiente local (Zhu, 2008).

Do ponto de vista evolucionario, as proteases extrinsecas muitas vezes promovem
mudanca adaptativa de seus inibidores através da corrida armamentista do hospedeiro-
patégeno (Hill e Hastie, 1987). No entanto, a forca motriz responsavel pela divergéncia das
CLDs em linhagens de suinos parece ndo ser derivada da pressdo evolutiva da catepsina L,
pois esses membros possuem como alvo a mesma enzima. Neste caso, a pressao imune
indireta pode ser uma forga motriz que exerce o seu papel através da catepsina L na regulacao
da eficiéncia da apresentacdo antigénica (Zhu et al., 2008). Dado que a selecdo positiva
frequentemente impulsiona a inovacdo funcional das familias de proteinas (Zhu, 2008), ¢é
interessante estudar se a CLD também desenvolveu outras fun¢Bes que ndo estdo relacionadas
aos moduladores da atividade da catepsina L.

Apesar de trabalhos descritos na literatura descreverem algumas fungdes relacionadas
a regido pro-peptidica de PAMSs, nenhum trabalho foi descrito utilizando um modelo
mimético simples de pro-peptideo e sua possivel fungdo inibitoria de atividade
antimicrobiana. Sendo assim, aqui foram investigados os efeitos da adicdo de um pro-
peptideo modelo curto ligado ao andlogo antimicrobialmente ativo Ctn [15-34], mimetizando
0 dominio rico em acido glutdmico do pré-peptideo crotalicidina (Falcao et al., 2015). A
estrutura da proteina precursora de Ctn pode ser naturalmente flanqueada por um dominio
pro-peptidico rico em &cido glutdmico com uma carga liquida anibnica que compensa

aproximadamente a carga liquida positiva do peptideo Ctn completo. A sequéncia deste
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dominio rico em &cido glutdmico, assim como o do peptideo crotalicidina podem ser
encontrados para muitos outros PAMs (Vassilevski et al., 2008). Os dados obtidos por nos
para o peptideo Ctn [15-34] basicamente confirmam aqueles obtidos anteriormente por Falcao
et al. (2015), onde o peptideo se apresenta ativo contra bactérias Gram-negativas. Em contra
partida, para seu andlogo Eio-Ctn [15-34], onde uma sequéncia de dez residuos de acidos
glutdmicos foram adicionados na por¢do C-terminal do peptideo Ctn [15-34]; visando
mimetizar uma regido pré-peptidica simples; foi possivel observar um bloqueio da atividade
antimicrobiana desse peptideo devido a neutralizacdo de sua carga, indicando que Nnosso
modelo pode fornecer um maior entendimento no estudo de regies pro-peptidicas em PAMs.

Em contrapartida ao pouco conhecimento que se tem sobre a diversidade de funcfes
associadas a regido pro-peptidica (catelina) das catelicidinas, a sua regido madura,
denominada pelo seu C-terminal péde ser amplamente estudada, uma vez que esta possui uma
ampla atividade antimicrobiana associada, além de sua capacidade de modular respostas
imunes in vivo e in vitro. Além disso a regido madura das catelicidinas foram utilizadas para
os estudos relacionados ao desenho racional de peptideos antimicrobianos, visando um
melhoramento em suas atividades.

Apesar da promessa inicial de PAMs como as catelicidinas isoladas de fontes naturais
serem vistas como alternativas aos antimicrobianos, muitos deles podem néo ser ideais para
aplicacdes terapéuticas devido as suas longas sequéncias, traduzindo-se em altos custos de
producdo, oferta limitada, baixa poténcia, suscetibilidade in vivo, degradacdo enzimatica e
inativacdo salina, bem como altas atividades hemoliticas e citotoxicas (Ong et al., 2014). A
riqueza de informagdes de sequéncias e estruturais fornecidas pelos PAMs que ocorrem
naturalmente, entretanto, forneceu pistas significativas para a criagdo de uma nova geracgéo de
congéneres de PAMSs sintéticos mais potentes e menos tdxicos em aplicacBes terapéuticas
(Brogden e Brogden, 2011). Tem sido demonstrado que bactérias podem neutralizar os PAMs
como resultado de diversos mecanismos moleculares, incluindo alteracdo na carga liquida da
membrana, degradacao proteolitica extracelular, remo¢cdo de PAMs da célula via transporte
ativo e desenvolvimento de biofilme, entre outros (Maria-Neto et al., 2012). Assim, se faz
necessario o desenvolvimento de novas estratégias para superar os obstaculos no uso
terapéutico dos PAMs. A este respeito, o desenho racional de PAMs surge como uma
ferramenta importante para peptideos de farmacos eficientemente produzidos (Chen, Y. et al.,
2005).
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Os métodos de desenho racional utilizando sequéncias modelo envolvem a geragdo de
novos PAMs baseados em uma sequéncia conhecida, seja de um peptideo ativo ou inativo.
Essas abordagens podem procurar reduzir o tamanho, adicionar seletividade e/ou aumentar a
atividade. Em varios casos, as informacdes geradas pelos métodos fisico-quimicos podem ser
utilizadas para atingir esses objetivos, trocando residuos, alterando a carga liquida ou
buscando peptideos menores com as mesmas propriedades, sem realizar um estudo fisico-
quimico em si (William F. Porto et al., 2012).

Tendo em vista as abordagens de desenho racional, e utilizando como base
metodologias de desenho minimalista de um peptideo modelo, foram desenvolvidos também
nesse estudo, o desenho de dois novos analogos de catelicidinas baseados em duas
vipericidinas de serpente (Falcao et al., 2014), denominadas BotrAMP14 e CrotAMP14. Os
peptideos aqui elucidados apresentaram uma atividade antimicrobiana contra cepas do tipo
ATCC e isolados clinicos de bactérias patogénicas além de apresentar uma baixa toxicidade
in vitro e in vivo contra linhagens celulares Caco-2 e larvas da mariposa Galleria mellonella.
Tais resultados reforcam a eficiéncia do desenho onde a atividade e toxicidade dos peptideos
se mantiveram tdo concisas quando seus peptideos modelo previamente descobertos. Além
disso, previsdes in silico demosntraram que ambos 0s peptideos mantiveram sua estrutura em
a-hélices, sendo essas capazes de romper membranas de E. coli. Com base em nossos
achados, concluimos que BotrAMP14 e CrotAMP14 formam poros em membranas
bacterianas levando a morte celular como proposto para a crotalicidina.

Semelhancas com as pesquisas aqui realizadas, as ferramentas de desenho racional
com foco no desenvolvimento de peptideos com potencial para uso sistémico, foram
utilizadas por Sigurdardottir et al. (2006), onde, foram identificados um fragmento de 21
residuos de aminodcidos da catelicidina humana LL-37 com atividades semelhantes ou mais
acentuadas do que o peptideo completo. A LL-37 pode ser um candidato atraente para o
tratamento da sepse, devido ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, habilidades
quimiotaticas em células do sistema imunologico e também a capacidade de se ligar e
neutralizar lipopolissacarideos bacterianos. Entretanto, a LL-37 também apresenta uma certa
atividade citotdxica contra células eucaridticas. Portanto, usando uma predicdo de propensdo
de formacédo de helices AGADIR (Lacroix et al., 1998) e a preferéncia dos aminoacidos por
terminais de a-hélice, foi identificado um fragmento a partir do residuo Glyl4 ao Arg34,

denominado GKE. Para comparagdes, dois outros fragmentos de 21 amino&cidos foram
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utilizados, um do N-terminal (LLG) e outro do C-terminal (FKR). O GKE se apresentou mais
ativo que a LL-37 contra bactérias e fungos. Além disso, 0 GKE e a LL-37 demonstraram
quimiotaxia e inibicdo similares das atividades de producdo de oOxido nitrico. Os mesmos
padrdes ndo foram observados para os fragmentos LLG e FKR. Curiosamente, todos os
fragmentos apresentaram 100% de identidade para LL-37. No entanto, diferiram do peptideo
LL-37 na propensdo a a-hélice, embora GKE e FKR ndo apresentem muita diferenga em seu
conteddo helicoidal, possuindo 85,7% de identidade. A preferéncia de aminoacidos pelos
terminais de a-hélices pode explicar essas diferencas na atividade.

Outros trabalhos utilizando anélogos de catelicidinas, desta vez de pegonha de
serpente, também foram realizados. A catelicidina-BF15 (BF-15) é um peptideo com 15
residuos de aminoéacidos derivado da catelicidina-BF (BF-30), que pode ser encontrada na
peconha da serpente Bungarus fasciatus e apresenta ampla atividade antimicrobiana (Chen et
al., 2011). Foi demostrado que a BF-15 retém a maior parte da atividade antimicrobiana do
peptideo BF-30 com uma reduzida atividade hemolitica além de um comprimento de
sequéncia muito mais curto e com menor custo. Andlises de dicroismo circular demonstraram
ainda um padrdo tipico de hélice do analogo BF-15, com conteddo da estrutura hélice
significativamente maior em comparacdo com BF-30, o que indica que a sequéncia peptidica
do BF-15 pode fornecer uma contribuicdo importante para o contetdo de hélice de toda a
sequéncia BF-30 (Chen et al., 2011).

A catelicidina da espécie Ophiophagus hannah (OH-CATH) é composta de 34
residuos de aminodcidos com uma potente atividade antibacteriana e fraca atividade
hemolitica. OH-CATH e seis de seus analogos foram sintetizados para explorar suas relacdes
estrutura-fungdo com base em suas atividades bactericidas e hemoliticas (Zhang et al., 2010).
Resultados experimentais de OH-CATH (3-34) e OH-CATH (5-34) indicaram que os 4
residuos de aminoacidos N-terminais de OH-CATH desempenharam um papel importante na
sua atividade hemolitica, mas apresentaram efeitos fracos em suas atividades bactericidas.
Entre a OH-CATH e seus analogos, a OH-CATH (5-34) apresentou a menor atividade
hemolitica, enquanto manteve forte atividade antimicrobiana. Para avaliar seu uso potencial,
as atividades bioldgicas da OH-CATH (5-34) foram comparadas com as do pexiganan
(analogo de magainina). A atividade bactericida da OH-CATH (5-34) se apresentou de 2 a 4

vezes mais potente que a do pexiganan, além de demonstram uma menor toxicidade contra
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celulas endoteliais ventriculares de coelho e quatro linhagens celulares de cancer humano
(Zhang et al., 2010).

Concluindo, PAMs envolvem um amplo grupo de moléculas e de amplo espectro que
apresentam varias propriedades atraentes. Alem de sua atividade direta e de amplo espectro
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, virus e fungos, PAMs podem exercer
imunomodulagio, cicatrizacdo e funcdes adjuvantes. Eles podem controlar a infeccdo e a
inflamacédo, apresentar sinais quimiotaticos para células imunes, induzindo a secrecdo de
citocinas e quimiocinas e podem neutralizar exotoxinas e endotoxinas. Desta forma, as
catelicidinas e seus possiveis derivados, surgiram como novas ferramentas potenciais para
combater infec¢bes. De qualquer forma, essas novas estratégias também apresentam a
vantagem de gerar adaptacdo microbiana de baixa propensdo, provavelmente por causa de
seus mecanismos de acdo inespecificos. 1sso se tornou um fator-chave considerando o alerta
de emergéncia atual em relacdo a falta de alternativas terapéuticas para bactérias MDR.
Assim, o uso clinico potencial de PAMs e seus derivados representa uma estratégia
promissora para o tratamento de infeccBGes causadas por bactérias e virus MDR. Este fato se
reflete claramente no crescimento exponencial do numero de pesquisas para a descoberta de
PAMs nos ultimos anos e no interesse de varias empresas em todo o mundo em seu

desenvolvimento.
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Perspectivas

Com a atual eminéncia do aumento das infecgdes hospitalares junto ao crescente
aumento de organismos resistentes a antimicrobianos, novas terapias, e a descoberta de novas
moléculas com potencial microbicida se tornam cada dia mais imprescindivel. Como
discutido amplamente no decorrer deste trabalho, o estudo dos peptideos antimicrobianos
como uma nova ferramenta visando frear esse avango desses microrganismos vém se
mostrando sempre mais presentes no meio académico. Visto que essas moléculas possuem
grandes propriedades como efetoras dos sistemas imunes, além de possuirem mecanismos de
acao diferenciados que dificultam o desenvolvimento de resisténcia a patdgenos, novas
abordagens visando um melhoramento dessas moléculas, bem como metodologias para sua
producdo, sdo de extrema importancia. Apesar da necessidade urgente do uso de novos
agentes anti-infecciosos, o caminho para a utilizacdo desses novos compostos em clinica
ainda pode ser conturbado, uma vez que tais moléculas ainda enfrentam varias barreiras a
serem quebradas, tais como seu custo de producdo, sua estabilidade sobretudo em organismos
vivos, sua seletividade e sua possivel toxicidade. Sendo assim, uma vez que dominarmos a
capacidade de modificar eficientemente os PAMSs visando garantir uma maior estabilidade
dessas moléculas, fornecendo uma protecdo a possiveis degradacGes enzimaticas, e ainda
aumentar sua seletividade por células patogénicas, seremos também capazes de quebrar tais
barreiras. Através destas abordagens, ou talvez uma combinacdo de varias, os PAM podem se
tornar uma aposta segura de medicamentos, que podem vir a chegar ao mercado no decorrer

das proximas décadas.
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ABSTRACT Fungal Candida species are commensals present in the mammalian skin
and mucous membranes Candida spp. are capable of breaching the epithelial bar-
rier of immunocompromised patients with neutrophil and cell-mediated immune
dysfunctions and can also disseminate to multiple organs through the blood-
stream. Here we examined the action of innate defense regulator 1018 (IDR-
1018), a 12-amino-acid-residue peptide derived from bovine bactenecin (Bac2A):
IDR-1018 showed weak antifungal and antibiofilm activity against a Candida albi-
cans laboratory strain (ATCC 10231) and a clinical isolate (CI) (MICs of 32 and 64
wg-ml=1, respectively), while 8-fold lower concentrations led to dissolution of
the fungal cells from preformed bicfilms. IDR-1018 at 128 pg - ml—' was not he-
molytic when tested against murine red blood cells and also has not shown a
cytotoxic effect on murine monocyte RAW 2647 and primary murine macro-
phage cells at the tested concentrations. IDR-1018 modulated the cytokine pro-
file during challenge of murine bone marrow-derived macrophages with heat-
killed C. albicans (HKCA) antigens by increasing monocyte chemoattracant protein 1
(MP-1) and interleukin-10 {IL-10) levels, while suppressing tumor necross factor alpha
(TNF-e), IL-18, IL-6, and IL-12 levels. Mice treated with IDR-1018 at 10 mg- kg~ of body
weight had an increased survival rate in the candidemnia model compared with phos-
phate-buffered saline (PBS)treated mice, together with a diminished kidrey fungal bur-
den. Thus, IDR-1018 was able to protect againg murine experimental candidemia and
has the potential as an adjunctive therapy.
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Pathological anxiety is among the most common psychiatric illnesses, but current treatment is highly
limited. In this study, we investigated the potential anxiolytic-like effects of a peptide isolated from
Synoeca surinama venom. Rats treated with this peptide spent more time exploring the open amms of
elevated plus maze, which indicates an anxiolytic-like prafile for this peptide. This study is the first to
show the pharmacological use of 5. surinama venom in the treatment of anxiety.

& 2016 Elsevier Ltd All rights reserved.

Anxiety comprises a variety of emotional states invelving sub-
Jjective, behavioral, and physiological characteristics that maintain
individuals alert during times of imminent and recurrent danger
(Wiedemann, 2015). Despite being one of the most important
emaotional manifestations experienced by humans and several an-
imal species, anxiety can be detrimental to human health. Ac-
cording to the current definition of the Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Diseases — DSM-5, anxiety may cause damage to
individuals and become pathological when it is disproportional to
the situation responsible for inducing the anxious response and for
when it persists for at least six months {American Psychiatric
Association, 2014). Indeed, the occurrence of pathological anxiety
has been considered a sizeable worldwide health problem and is
currently an object of psychological andfor pharmacological

* Comesponding author. Campus Universitirie Darcy Ribeiro, Universidade de
Brasilla — Instituto de Clénclas Blologicas — Departaments de Clenclas Fisiologcas
CEP: T0910-500 Brasilla, Distrito Federal, Brazil.

E-mail addresses: flavila med sirosdhotmal Loom (FMM. Gomes ), pandago biod
gmail.com (CK. Panlage) dandel microbdologla@gmail com (DO, Freirel adalfo
quimicaihotmail.com (ACB. Souzal robalinholima@gmailcom (MR Lima)
Juroyal@gmaileom (MG Olivelra-jindor) ocfranco@gmalloom (0L Francol
mumar tarkiFunb br (MR, Mortan )

hittp: {jdx.dolorg 10.1016/]t eicon 2016.00.01 5
D01 -000 3 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

treatments (Beddington et al, 2008; Kessler et al, 2012}

Several anxiolytic drugs are used for the treatment of this dis-
order. The first line of available drugs used in the treatment of
anxiety consists of Selective Serotonin Reuptake Inhibitors [SSRI)
and Benzodiazepines. Despite notable advances in this area, many
drugs are inefficient for some patients and for can cause significant
side effects (for review, see Ravindran and Stein, 2010). In this
context, invertebrate venom is a rich source of natural bicactive
components that have been identified and tested in several animal
models of neurological disorders, particularly anxiety-related dis-
orders (Mortari and Cunha, 2013; Silvaet al, 2015} Data from these
tests have shown interesting neuroactivity, which makes the mol-
ecules found in the venom excellent targets for the development of
novel pharmacological tols (for review, see Monge-Fuentes et al,
2015). Howewver, few studies have analyzed the neurobiclogical
effects of venoms from Neotropical social wasps and their com-
ponents separately; above all, studies focusing on the peptides,
which make up the majority of this poison, are lacking (Mortari
et al, 2012, 2005; Silva et al, 2016).

The aim of this study was to identify a compound isolated from
the venom of the social wasp Synoeca surinama and to investigate
its anxiclytic potental in rats submitted to the elevated plus maze
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Potamotrygonidae) from Brazil

: Stingrays commonly cause human envenoming related accidents in populations of the sea, near rivers

: and lakes. Transcriptomic profiles have beenused to elucidate components of animal venom, since

: they are capable of providing melecular information on the biclogy of the animal and could have

. biomedical applications. In this study, we elucidated the transecriptomic profile of the venom glands

. from two different freshwater stingray species that are endemic to the Parana-Paraguay basin in Brazil,
. Potamotrygon amandae and Potamotrygon falkneri. Using RNA-Seq, we identified species-specific

. transcripts and overlapping proteins in the venom gland of both species. Among the transcripts related
. withenvenoming, highabundance of hyaluronidases was observed inboth species. In addition, we

. built three-dimensional homology models based on several venom transcripts identified. Our study

* represents a significantimprovementin the information about the venoms employed by these two

. species and their molecular characteristics. Moreover, the information generated by our group helps

. inabetter understanding of the biclogy of freshwater cartilaginous fishes and offers clues for the

. developmentof clinical treatments for stingray envenoming in Brazil and around the world. Finally, cur
. results might have biomedical implications in developing treatments for complex diseases.

The Pot amotrygonidae family comprises the anly group of Hasmotr anchii restrict ed to freshwater envirormments,
 with their occurrence limited to somne river systems o South America. This group is represented by four genera,
¢ among which Potamotr ygon com prises the largestnumber ofspecies with broad geographic distribution.

The Patamotr ygon genus includes benthic freshwaler stingrays that are known for their long ailappendage

. with the presence of one to four serrated bone stings covered by a glandular epithelium whose cells produce
 wvenom?®* (Fig. 1). Injuriescaused by stingrays have alway s been present in riverine commmunities of inland waters
¢ and in South American coasts, Indesd, envenomation by stingrays is quite common in freshwater and marine
. fishingeommunities. Although havinghigh morbidity, such injuriesare neglected becan se they have low lethality
- and usually occur in remote areas, which favor the use of folk remedies®. Moreover, accidents are caused due o a
- reflex contact between stingrays and hurnans, yielding an arimal tail whiplash and further leadingto a sting intro-
¢ ductionat the limb during direct contact, causing epithelial lining destruction and subsequent venom releas e,
¢ Cliri cal manifestations oceur by triggering painful processes and injuries, even produdng uleers and neer osis
¢ ofaffected tissues”. Erythema, edema and bleeding of diflerent degrees around the sting site appear in the first

© *Programade Pés-GraduagBo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, Universidade Catdlica de Brasilia, Brasilia-
. DF, Brazil *Centro de andlises Protedmicas e Bioquimicas, Pds-Graduagio em Cidncias Gendmicas e Biotecnologia,
¢ Universidade Catdlica de Brasilia, Brasilia-DF, Brazil. *Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Programa de Pos-
 Graduagao em Biologia Animal, Universidade de Brasilia, Brazil, *“Programa de Pés-Graduagao em Patologia
 Molecular, Universidade de Brasllia, Brasilia-DF, Brazil. *S-Inova Biotech, Pds-graduagio em Biotecnologia,
: Universidade Catdlica Dom Bosco, Reitoria, CampoGrande, MS — Brazil, "UNESP - Universidade Estadual Paulista
: Jilio de Mesquita Filho, Campus Experimental de Registro, Registro, SF — Brazil. Correspondence and requests for
: materialsshould be addressed toO.L F. (email: ocfranco@gmail.com)
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ABSTRACT: The extraction and pu.r].ﬁcahncn of parigidi.n—brﬁJ a cyu:lu‘h.de a.nalogue F¥iags vt
belonging to the “bracelet” subfamily, from Palicourea rigida leaves is discussed. Unlike
ammhmalcyclntdm ng.m—brﬁhasfmeN mdctmnm,mldenhﬁedbyml—
TOF/TOF analysis and confirmed by gene strucure elucidation, and is one of a small
number of a.qrdo‘h.des discovered du.rmg recent years. Pa.ngu:]m—brj showed cytotomic
activity against MCE-7 (breast cancer) and CACO2 (colorectal adenocardnoma) cells, with
ICs; values of ~2.5 M and less than 10% hemolytic activity. Overall, parigidin-br3 is a
promising new moleaile with cytotoxic properties against tumor cell lines and, unlike many
synthetic acyclic analogues, demonstrates that cytotoxic activity is not limited to
conventional (ie., cyelic) cyclotides.

espite remarkable advances in biomedical research, cancer uncommon, with only 26 such sequences deposited in Cybase
remains one ‘]IE the major causes of mortdity and compared to more than 300 conventiona cydotides*'°
maorbidity worldwide. Thus, there i a significant research focus Investigations into their functional properties have revealed
on the discovery Ufm"]'““-‘lﬁ_a-“’dth‘: ‘i‘!"':l"Pmm'_d of new that many cyclotides possess cytotoxic activity, inchuding some
:ﬁtﬂfmﬂ@* ame more selective and case fw&frr;dﬂ nfi?.rdaj cydoviolacins isolated from Viola sp. and varv peptides.””
ides aples. o Edass of dru 3 Moreover, vitri A, a gyclotide isolated from V. tricolor, showed
ﬁ.‘:ﬁ]’ p-np‘t] ﬂca:;a:cpa;msatmﬁm due tsnthm'.r abﬂit: toxic activity toward lymphomas and myeloma clls with similar
to kil cells through hani involving membrane Putmﬁh]:: to dnxnmbici.ljl-cnntaining chern:u‘thr.rrfill:mutic
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Envenomation by wasp stings is a public health preoccupation, and signals after stings have variable
effects depending on the number of attacks and individual sensitivities. Even with the high rate of wasp
sting cases, the study of phatophysiological effects of the envenomation is still very incipient. In this
context, early and accurate assessment of this prognostic can aid in the reduction of the symptomatology
and complete remission of the later symptoms. Then, the present study evaluated the toxicological ef-
fects caused by envenomation produced by Synoeca surinama, a wasp easily found in Neotropical regions.
In vive tests comprised the evaluation of 1Dy, (OECD 423), nodception, edema, myotmdc lesion and
hemaorrhage indudtion, in vire tests were realized to evaluate hemolysis, contractile and coagulation
alteration. The envenomation effects observed wem dose- and time-dependent; the [Dug abserved for 5.
surinama was 178 pglkg, approximately 17 times more lethal than that of the honeybee. Moreover, a
potent algesic and oedema effect, and weak hemorrhagic signal were observed after injection of the
wenom wasp. Assays in vitro showed that this venom is able to prolong the dotting time of plasma and to
increase creatine kinase levels. Our results demonstrated that this venom induced serious local and
systemic effects in mammals and, so, to avoid permanent damage to the patient, health professionals
should carefully investigate each accident Moreaver, due to its high occurrence in Neotropical regions,
emlogical management, particularly in areas with free access of children and elderly, should be
performed.

© 2016 Elsevier Ltd All rights reserved.

1. Introduction

sting range 0,3—3% of the populaticn, resulting in 100 million cases
per year with different degrees of envenomation (local wheal-and-

Hymenocptera accidents are very common in Neotropical regions
and wasp stings are poorly reported to competent organizations,
therefore being underestimated. Moreover, several Vespidae spe-
cies are of medical importance with serious envenomation acci-
dents, which may even cause fatalities in humans (Lai and Liw,
20107, World estimates of incidence of reactions to hymenopteran

* Comresponding author.
E-mail address: mmortard@unb br (M Mortan L

hittp: fdoedod org 1001016/t micon 2001602005
0041 -0101 j@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

flare reactions o deaths) (Diaz, 2009). However, this number is
probably even greater, as it was already found high blood levels of
specific IgE to hymenoptera venom in a portion of the population
who had sudden death of unknown cause (Schwartz et al., 1988), In
South America, the accidents in humans caused by wasp venom are
also neglected and, unfortunately, pharmacological and epidemi-
ological studies are lacking. Recent estimates show that more than
10,000 cases of stings by wasps occur, and 2000 cases of severe
stings per year are presented © hospitals in Brazil (Medeiros and
Franca, 2003).
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