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RESUMO

Desde os primérdios da terapéutica antimicrobiana tém-se relatos de
microrganismos resistentes as drogas antimicrobianas classicas. Com 0 seu uso
indiscriminado, cada vez mais vém surgindo microrganismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis. Por mais dindmicas que sejam as industrias
farmacéuticas na busca por novas drogas, elas ndo conseguem acompanhar o
espantoso fenbmeno da multirresisténcia apresentada por muitos microrganismos.
Esta constante mudanca nos perfis de sensibilidade dos microrganismos conduz a
uma incessante busca por novas drogas antimicrobianas, onde os peptideos
antimicrobianos se destacam como agentes promissores. As secrecdes cutaneas
dos anfibios sdo uma riquissima fonte de peptideos antimicrobianos. O presente
estudo avaliou a atividade biolégica de dois analogos sintéticos da Hylina al, um
peptideo antimicrobiano isolado da espécie de anuro Hypsiboas albopunctatus. Os
dois anélogos, denominados Hal 1996 e Hal 1883, foram produzidos por sintese
guimica manual pela técnica Fmoc, purificados por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (HPLC-RP) e sua homogeneidade, bem com, a
correcdo dos produtos produzidos avaliadas por espectrometria de massas tipo
MALDI-TOF. Apéds confirmacgéo da pureza, os analogos foram utilizados em ensaios
in vitro com o objetivo de se avaliar suas atividades antibacterianas, fungicidas,
micobactericidas e hemoliticas. Os dois analogos apresentaram atividade
antimicrobiana contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
inclusive frente a cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) e
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). Também apresentaram atividade
fungicida contra trés espécies de Candida, além de atividade micobactericida contra
duas cepas de Mycobacterium tuberculosis. Apesar da pronunciada atividade
hemolitica frente a eritrécitos humanos (tipo O*) e ao efeito citolitico observado sobre
leucocitos humanos, deve ser levado em conta que refinamentos na estrutura
desses peptideos podem levar ao surgimento de analogos com propridedades
antimicrobianas melhoradas ou mantidas e perda ou reducdo da atividade
hemolitica. Espera-se com isto que os peptideos antimicrobianos se constituam em
novas armas de um arsenal medicamentoso capaz de combater microrganismos

multirresistentes.
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ABSTRACT

Since the beginning of antimicrobial therapy reports of microorganisms
resistant to conventional antimicrobial drugs have been described. Due to its
indiscriminate use, more resistant microorganisms to the available antimicrobials are
emerging. For more dynamic than the pharmaceutical companies are in search for
new drugs, they can not keep up the amazing phenomenon of multidrug resistance
shown by many microorganisms. This constant change in the sensitivity profiles of
microorganisms leads to an endless search for new antimicrobial drugs, where
antimicrobial peptides stand out as promising agents. The DPSKLELSR®Q VI
secretions are a rich source of antimicrobial peptides. The present study
characterized biologically two synthetic analogues of Hylin al, an antimicrobial
peptide isolated from the anuran species Hypsiboas albopunctatus. Both analogs,
named Hal 1996 and Hal_ 1883, were produced by manual chemical synthesis by
Fmoc technique, purified by reversed-phase high-performance liquid chromatography
(HPLC-RP) and purity assessment, as well as, the quality of the synthetic peptides
produced were evaluated by MALDI-TOF mass spectrometry. After confirmation of
their purity, these two analogs were tested on in vitro assays to evaluate their
antibacterial, fungicidal, hemolytic and mycobactericidal activities. Both analogues
showed antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative bacterial
strains, including methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC). They also showed antifungal activity against
three species of Candida, and mycobactericidal activity against two strains of
Mycobacterium tuberculosis. Despite pronounced hemolytic activity against human
erythrocytes (type O") and cytolytic effects on human leukocytes, additional
refinements in their structures can lead to the development of analogues with
antimicrobial properties improved or maintained and loss or reduction of hemolytic
activity. It is thus expected that antimicrobial peptides become a new weapons

arsenal able to combat the multiresistant microorganisms.



1. INTRODUCAO

1.1. O surgimento dos antibiéticos e a evolucdo da resisténcia
microbiana

A descoberta da penicilina G ou benzilpenicilina ocorreu em 1929 quando
Alexander Fleming ao estudar culturas de Staphylococcus aureus QR 6W ODU\YV
Hospital de Londres observou que colénias de um fungo do ar inibiam o crescimento
da bactéria. Fleming estudou este fungo e verificou que o mesmo pertencia ao
género Penicillium, sendo identificado mais tarde como Penicillium notatum (hoje
Penicilium chrysogeum). A penicilina G somente foi introduzida como agente
terapéutico a partir de 1940. Apds a sua industrializacdo, especialmente em
consequéncia da Segunda Guerra Mundial, um rapido crescimento na descoberta e
desenvolvimento de novos antibi6ticos foi observado.

Desde que a penicilina foi descoberta por Fleming, um grande ndimero de
antibioticos foi identificado, desenvolvidos e usados clinicamente como opc¢des
terapéuticas. Inicialmente, 0 acesso aos primeiros antibidticos sistémicos disponiveis
(sulfonamidas e penicilina) era restrito, de uso reservado para as forcas armadas
durante a Segunda Guerra Mundial. Contudo, com 0 aumento no numero de novos
antibioticos, a simplificacdo do processo de manufatura e o desenvolvimento de
novas formulacbes mais eficazes e econdmicas, 0 acesso aos antibidticos foi
consideravelmente facilitado, a ponto de tornarem-se verdadeiras panacéias da
medicina, sendo usados para 0s mais comuns e triviais tipos de infec¢cdo, muitas das
guais ndo-bacterianas (Alanis, 2005).

Nos ultimos anos, a maioria das grandes empresas farmacéuticas abandonou
a busca por novos compostos antimicrobianos devido a questdes econdmicas, pois
concluiram que as drogas contra doencas cronicas oferecem um fluxo de receita
melhor do que os agentes antimicrobianos (Livermore, 2004).

O uso indiscriminado destas drogas tem levado ao surgimento de cepas de
microrganismos cada vez mais resistentes, onde a emergéncia de microrganismos
resistentes a multiplas drogas (MDR) tem se revelado como um sério problema de
saude publica (Park et al., 2011).

Além de causar graves infeccbes hospitalares, afetando pacientes

hospitalizados, recentemente essas bactérias vém se espalhando na comunidade



provocando doencas severas em pacientes previamente saudaveis (Alanis, 2005).
Um exemplo classico, tido como o principal agente infeccioso envolvido em
infeccbes hospitalares, o Staphylococcus aureus MRSA (methicillin-resistant
S.aureus) surgiu em 1961, apenas dois anos apoés a introducdo da meticilina para
tratar cepas de S.aureus resistentes a penicilina. (Enright et al., 2002) Até a década
de 1990, as cepas de Staphylococcus aureus MRSA eram basicamente de origem
hospitalar. Nos ultimos anos, no entanto, surgiram relatos de cepas MRSA em
pacientes da comunidade, sendo denominados CA-MRSA. (Ferreira, 2009;
Vandenesch et al., 2003) O Enterococcus também €é considerado um dos principais
patégenos causadores de infeccdo hospitalar (Rossi & Andreazzi, 2005). Dentre as
infeccdes causadas por enterococos, 85 a 90% sdo atribuidas ao Enterococcus
faecalis e 5 al0% ao Enterococcus faecium, sendo que este vem se tornando um
patégeno de grande importancia nas infec¢des hospitalares, devido a associacéo de
resisténcia a vancomicina e a outros antimicrobianos, como a ampicilina. (Rice,
2001; Tavares, 2000; Willems et al., 2005; Treitman et al., 2005).

Outro grande problema relacionado a falta de opcbes terapéuticas para
combater microrganismos multirresistentes veio com o surgimento de cepas
bacterianas produtoras de KPCs, enzimas capazes de hidrolizar antibiéticos
carbapenémicos e conferir resisténcia a um amplo espectro de antibiéticos. (Hirsch &
Tam, 2010). Estas enzimas KPCs sdo predominantemente encontradas em
Klebsiella pneumoniae, porém séo vistas em outras Enterobactérias, tais Escherichia
coli, espécies de Enterobacter, Salmonella enterica, Proteus mirabilis e Citrobacter
freundii, além de bactérias Gram-negativas ndo-fermentadoras como Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii (Queenan & Bush, 2007; Villegas et al., 2007)

As infec¢Bes fungicas também tém seu papel nos quadros de infeccao
hospitalar, onde aproximadamente 40% das mortes sédo causadas por fungos, sendo
gue 80% destas sédo causadas por Candida e Aspergillus (Enoch et al., 2006)

Outro evento relacionado a multirresisténcia diz respeito ao Mycobacterium
tuberculosis, agente causador da tuberculose humana e incluido entre os agentes
infecciosos mais letais. Embora a incidéncia de casos de tuberculose tenha
declinado nas ultimas décadas, a emergéncia de casos de HIV e de cepas de M.
tuberculosis resistentes a multiplas drogas (MDR-TB) tem revertido este quadro,
reduzindo o éxito nos tratamentos da doenca. O surgimento destas cepas MDR-TB

promoveu uma reducdo drastica no numero de antibioticos efetivos no combate a



tuberculose, impulsionando a busca por novas drogas no combate desta patologia
(Linde et al., 2001).

1.2. Peptideos antimicrobianos (PAMs) de anuros

A classe Amphibia apresenta cerca de 6000 espécies vivas descritas divididas
entre as ordens Apoda (cecilias), Caudata (salamandras) e Anura (sapos e rés).
Esses animais conseguiram ocupar tanto o ambiente terrestre quanto o aquatico.
O tegumento dos anfibios € um 6rgdo multifuncional envolvido na protecédo contra
abrasdo, respiracdo cutanea, osmorregulacdo, termorregulacdo e, finalmente,
secrecdo de substancias protetoras (Barra & Simmaco, 1995; Nascimento et al.,
2003). Quanto a essa ultima funcéo, a pele dos anfibios se destaca como uma fonte
riquissima de compostos bioativos, incluindo aminas biogénicas, alcalbides,
bufodienolideos, proteinas e peptideos, com diversas funcbes biolégicas (Clarke,
1997; Lu et al., 2008). Dentre esses compostos, os PAMs vém ganhado cada vez
mais destague no cenario cientifico como uma alternativa no combate aos
microrganismos patogénicos (Mangoni, 2006; Pukala et al., 2006; Azevedo Calderon
et al., 2011).

Desde a descoberta das magaininas por Zasloff ha mais de 25 anos a partir
da secrecdo da ra africana Xenopus laevis (Zasloff, 1987), centenas de peptideos
antimicrobianos ja foram isolados e caracterizados quanto aos seus efeitos citoliticos
sobre diferentes tipos celulares, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e células
tumorais (Rinaldi, 2002; Nascimento et al., 2003; Conlon et al., 2009; Conlon, 2011).
Tais peptideos tem despertado interesse crescente como uma alternativa no
combate a multirresisténcia bacteriana (Hancock & Sahl, 2006; Marr et al., 2006;
Yeung et al., 2011). Os peptideos antimicrobianos de anuros se caracterizam por
apresentarem de 10 a 48 residuos de aminoacidos; com poucas excecdes, Sao
cationicos, em virtude da presenca de inUmeros residuos de lisina em suas cadeias
polipeptidicas e possuem, pelo menos, 50% de residuos hidrofébicos em suas
estruturas (Conlon, 2011). Analises por dicroismo circular e RMN demonstraram
que, em ambientes aquosos, os PAMs nao evidenciam elementos de estrutura
secondaria, mas, na presenca de solventes que mimetizam o ambiente da
membrana celular, como trifluoretanol 50%, ou em contato com vesiculas de
fosfolipideos, assumem conformagdo em Dhélice anfipatica (Giangaspero et al.,
2001; Castro et al., 2009).



O potencial terapéutico dos PAMs esta diretamente relacionado com a sua
capacidade de lisar membranas, destruindo rapidamente um amplo espectro de
microrganismos, como bactérias, fungos e protozoarios (Reddy et al., 2004; Leite et
al., 2005; Mangoni et al., 2006). No entanto, existem varios obstaculos para o uso
dos PAMs como agentes anti-infecciosos. Dentre eles, destacam-se sua toxicidade,
principalmente se forem administrados sistemicamente, e a pequena meia-vida na
circulacdo. A sintese de peptideos contendo D-aminoacidos tem sido sugerida como
uma alternativa ao seu uso sistémico, visto que tais peptideos ndo sdo degradados
pelas enzimas plasmaticas, mantém a atividade antimicrobiana e, muitas vezes,

apresentam reducao na atividade hemolitica (Mangoni et al., 2006).

1.3. Aplicacdes dos PAMs na medicina

Os peptideos antimicrobianos tém sido propostos como potentes candidatos
para o desenvolvimento de uma nova classe de antibigticos, em virtude de algumas
de suas caracteristicas como a habilidade de eliminar as células-alvo rapidamente,
espectro extraordinariamente amplo de atividades, com atividade contra alguns dos
patbgenos mais resistentes aos antibiéticos empregados atualmente na clinica, e
uma relativa dificuldade em dar origem a mutantes resistentes in vitro (Hancock &
Chappel, 1999; Zasloff, 2002). Devido a alta toxicidade de alguns peptideos
antimicrobianos e também devido ao seu alto custo de producédo, o uso disseminado
desta classe terapéutica de antimicrobianos ainda € limitado (Duval et al., 2009),
sendo que apenas uma pequena parcela destes agentes tém sido empregada na
medicina. (Kamysz, 2005). Nos ultimos anos, tem surgido alternativas que diminuem
0s custos da sua producéo (Castro et al.,, 2006) e assim uma ampla gama de
utilizacdes clinicas vem sendo sugeridas para essa classe de antimicrobianos, como
0 seu uso no tratamento de Ulceras gastricas (Braunstein et al., 2004) e de pele,
onde, neste ultimo caso, o pexiganan, um analogo da magainina, se tornou um
atrativo candidato no desenvolvimento de agentes antimicrobianos de uso tépico (Ge
et al., 1999). Ha também estudos que envolvem o uso destes agentes em doencas
da cavidade oral (Komatsuzawa et al., 2007), doencas oftdlmicas (Mannis, 2002),
doencas sexualmente transmissiveis (Penberthy et al., 2011), sepse (Jerala & Porro,
2004), bem como espermicidas (Yedery & Reddy, 2005).

Em uma pesquisa conduzida por Welling et al. (2000), foi avaliada a utilidade

de peptideos antimicrobianos na producédo de radiofarmacos, e observou-se que,



apesar dos peptideos marcados serem rapidamente depurados da circulacdo por
excrecgdo renal, eles se acumularam e discriminaram os tecidos infectados dos n&o-
infectados, com até 5 vezes de ligagdo aumentada em relacdo aos tecidos
infectados, isto devido a afinidade preferencial dos peptideos para associar a
superficies de microrganismos. Assim, diante da atual crise dos antibidticos
associada ao aumento crescente e disseminag¢do de bactérias multi-resistentes, os
PAMs vem despontando como uma opc¢ao atraente para o desenvolvimento de
novos farmacos com mecanismos de acdo bastante distintos dos atualmente

disponiveis. A tabela 1 traz alguns exemplos de PAMs com aplicacdes terapéuticas.



Tabela 1. Principais classes de PAMs e seus representantes.

Peptideo Sequéncia Fonte Efeitos
/-helicoidais
Bombinina GIGALSAKGALKGLAKGLAEHFAN Anuro G+,G
céls.mamiferc
Cecropina P1 SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGG Porco G+,G
Magainina 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Anuro G+,Gcéls.
cancerigenas
Fungos
Peptideos

antimicrobianos
com uma ponte

dissulfeto
Bactenecina RLCRIVVIRVCR Neutrofilos bovin G+,G
Esculetina 2A GILSLVKGVAKLAGKGLAKEGGKFGLELIAC Anuro G+,G,

céls.mamiferc
Peptideos em
folha R

Defensina HNF ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAF Humanos G+,Gyvirus e
1 fungos
Protegrina 1 RGGRLCYCRRRFCVCIGR Porco G+

Peptideos comr
composicao
incomum

Histatina 3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNY Humanos G+,Gfungos

Indolicidina ILPWKWPWWPWRR2 Bovinos G+,Gyvirus e
fungos
Temporina A FLPLIGRVLS&IH?2 Anuro
G+
Peptideos

antimicrobianos
dervados de

peptideos
maiores ou
proteinas
Lactoferricina | FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF Céls.cancerigen: G+,Gyvirus e
bovinos fungos
MUC7 LAHQKPFIRKSYKCLHKRCR Humanos G+,G, fungos

Tabela modificada de Kamysz, 2005.

G+,Bactérias GrapositivasG, Bactérias Granegativas



1.4. Determinantes estruturais para a atividade bioldégica dos PAMs

A acado antimicrobiana dos PAMs depende, em geral, de perturbacées na
membrana bacteriana por interacfes eletrostaticas e hidrofobicas que levam a
formacdo de poros na membrana. Varios estudos tém sido realizados sobre a
relagdo estrutura-funcdo dos PAMs através da modulagdo dos seus parametros
estruturais. No entanto, a modulacdo de um parametro comumente induz alteragbes
simultdneas em outros parametros, o que torna dificil avaliar a influéncia especifica
de uma Unica variavel (Kim & Cha, 2010).

Alguns exemplos especificos destes parametros estruturais como carga,
conformacao, hidrofobicidade, momento hidrofobico, anfipaticidade, e angulo polar,
sao determinantes moleculares interdependentes (Figura 1) e, conforme mencionado
acima, a modificacdo em um parametro freqientemente leva a alteracdes

compensatoérias em outros (Yeaman & Yount, 2003).

Carga

0

Vs

Conformacao
S L

Hidrofobicidade

Anfipaticidade

H A
Angulo Polar

Figura 1. Inter-relacdo entre os determinantes estruturais dos PAMs. A eficacia
antimicrobiana ideal dos peptideos ocorre na zona de coordenacado entre elas (area circular
escura). Figura modificada de Yeaman & Yount, 2003.

1.4.1. Carga
A maior parte dos PAMs caracterizados até hoje apresentam uma carga
liguida positiva, que varia de +2 a +9, podendo conter um dominio catidnico

altamente definido. Esta cationicidade €, sem duvida, de grande importancia para a



atracdo eletrostatica do PAM pela membrana fosfolipidica carregada negativamente
das bactérias e outros microrganismos, o que garante aos PAMs uma certa
seletividade no que diz respeito aos tecidos do hospedeiro (Yeaman & Yount, 2003).
Conforme demonstrado por Matsuzaki et al. (1991), a atracdo eletrostatica dos
PAMs pelas membranas de determinados microrganismos ocorre devido a presenca
de &cidos fosfolipidicos como fosfatidilglicerol, fosfatidilserina e cardiolipina, os quais
conferem uma carga global negativa as membranas bacterianas. Além destes
compostos, os lipopolissacarideos (LPSs) das bactérias Gram-negativas, e os acidos
teicoicos e teicurbnicos das bactérias Gram-positivas garantem a superficie destes
microrganismos uma carga negativa adicional.

Os peptideos catibnicos apresentam afinidade pelos LPSs de membranas
bacterianas trés vezes maior do que a afinidade dos LPSs por céations divalentes
Ca™ e Mg*. Logo, tais ions sdo desalojados competitivamente pelos PAMs e,
devido ao grande volume destes grupos, ha uma desorganizacdo da membrana
externa, que sofre pequenas rachaduras por onde passam varias moléculas,
inclusive os PAMs (Hancock & Chapple, 1999). Baseado nestas informacdes, nao é
surpreendente que haja uma forte correlacdo entre a cationicidade do peptideo e
sua atividade antimicrobiana, conforme observado em estudos com o peptideo
magainina 2 (Matsuzaki et al., 1996).

Esta relacdo, porém, nem sempre é totalmente linear, pois hd exemplos de
relacbes indiretas ou inversas entre essas variaveis, onde um aumento na
cationicidade do peptideo gera um analogo com perda ou diminuicdo de atividade
antimicrobiana (Bessalle et al., 1992). Cationicidade excessiva pode levar a uma
repulsdo intermolecular dos poros da membrana, podendo ocorrer assim um
aumento na atividade hemolitica com reducéo na atividade antimicrobiana (Dathe &
Wieprecht, 1999; Conlon et al, 2007).

Estudos com analogos da magainina 2, onde parametros como
hidrofobicidade e helicidade foram mantidos constantes, mostraram que aumentos
na carga positiva de +3 para +5 levaram a aumentos na atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. No entanto, ha um limite além do
qual este aumento de carga positiva ja ndo confere maior atividade. Para estes
analogos da magainina descritos acima, uma elevagédo na carga positiva de +6 a +7
levou a um aumento na capacidade hemolitica e uma perda de atividade

antimicrobiana (Dathe et al., 2001). Esta diminuigcdo da atividade antimicrobiana



pode ser devida, em parte, as fortes interacdes do peptideo com as cabecas polares
dos fosfolipideos, evitando assim a translocacdo deste peptideo para o interior da
célula. Ha ainda exemplos de bactérias com resisténcia intrinseca a determinados
PAMs, como por exemplo, Burkholderia cepacia e Serratia marcescens, que podem
ser resistentes a peptideos catidnicos em virtude de uma membrana externa ndo
interativa e devido a producdo de proteases especificas, respectivamente (Hancock
et al., 1997).

1.4.2. Conformacao

Embora os PAMs sejam bastante diferentes no que diz respeito a suas
estruras primarias e fontes de obtencdo, algumas de suas caracteristicas séo
comuns, como, por exemplo, os elementos de estrutura secundaria presentes em
suas cadeias polipeptidicas, sendo estes usados como critérios para sua
classificacao (Yeaman & Yount, 2003; Zhao, 2003).

2V GRLV PDLRUHV JUXSRYV -GeticoRi$i6 ¥ ayualés d&rivfolha-3
pregueada, enquanto que o0s peptideos restantes sdo classificados naqueles
enriquecidos com um ou mais residuos de aminoacidos (p.ex. ricos em prolina,
arginina ou triptofano) (Hancock et al.,1997). H4 também esquemas de classificacdo
baseados nas fontes de obtencdo destes peptideos (de neutréfilos ou outros
leucdcitos), na extensdo das pontes intramoleculares (arranjos de cisteina ou
ciclizacdo nos peptideos) e outros parametros. Um dos grupos de peptideos mais
HV W X G D G Rheélicaridis, .tém como exemplos as magaininas (Zasloff, 1987;
Matsuzaki, 1998), cecropina A (Andreu et al.,1983) e temporinas (Mangoni et al.,
2000; Mangoni, 2006). A helicidade destes peptideos € fundamental para a interacéo
com as membranaV zWiteridbnicaV "dos eucaridticas e menos necessaria na
interacdo com membranas anidnicas procaridticas. Sendo assim, trocas de
aminoacidos podem levar a quebra na estrutura helicoidal, ocasionando pequena
diminuicdo na atividade antimicrobiana, com interessante e relevante diminuicdo na
atividade hemolitica (Zhang et al., 1999; Dathe & Wieprecht, 1999; Zhao, 2003).

Em um estudo realizado por Song et al. (2004), empregando-se um peptideo
VL QW pWelideiRal .anfipatico, KLW, dotado de citotoxicidade n&o-seletiva, ficou
demonstrado que a incorporagédo de L ou D-3UR HP .:/ UHG XRalixiddde .
deste peptideo e a incorporacdo de D-Pro induziu a ruptura mais acentuada na

HV W U X-NélXaidal que a incorporacao de L-Pro. Estes resultados sugeriram que a
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incorporacdo de D-Pro na face hidrofébica da hélice deste peptideo .-helicoidal
anfipatico néo-seletivo poderia vir a ser usada no desenho de novos peptideos
antimicrobianos com alta atividade bacteriana e isentos de atividade hemolitica. Em
outro trabalho, relizado por Oren et al. XP SHS WhdliddiRal .anfipatico,
dotado de atividades antimicrobiana e hemolitica, teve determinados residuos
substituidos por D-aminoé&cidos, passando a assumir uma conformacdo em folha-3
pregueada. Desta maneira, tal peptideo perdeu sua atividade hemolitica, porém

manteve a desejada atividade antimicrobiana.

1.4.3. Anfipaticidade

Em geral, todos os peptideos antimicrobianos apresentam uma estrutura
anfipatica na interacdo com membranas-alvo. Esta anfipaticidade pode ser
conseguida através das conformacfes das proteinas, no entanto, a mais simples
GHVWDV FRQIRUPDO}HV p D Kp GHékicH abfiQéticss apvdsenta ufiv W D
intervalo de trés a quatro residuos, e € extremamente importante para a interacao
com biomembranas.

Enquanto a extensdo da helicidade anfipatica influencia a atividade do
peptideo contra membranas carregadas negativamente, isto pode acarretar um
efeito ainda mais pronunciado na atividade hemolitica dos peptideos hemoliticos
contra membranas ¥witteribnicas “ou neutras.

Assim, um alto grau de helicidade e/ou anfipaticidade, que gere um dominio
hidrofébico bem segregado, est4 diretamente relacionado a um aumento da
toxicidade frente as células compostas por fosfolipidios neutros (Dathe & Wieprecht,
1999; Yeaman & Yount, 2003). Desta maneira, observa-se que 0 momento
hidrofébico tem pequeno papel na permeabilizacdo das membranas lipidicas
altamente carregadas, porém, influencia fortemente os efeitos dos PAMs sobre
membranas lipidicas neutras (Dathe & Wieprecht, 1999). Pela analise de resultados
obtidos por meio da técnica de dicroismo circular, péde-se observar que a
conformacdo em hélice somente € atingida quando do contato com vesiculas
fosfolipidicas ou com um solvente que mimetize as condi¢cdes da membrana, o que
altera 0 momento hidrofébico e o angulo polar, prevenindo assim que o PAM exerca
atividade citotoxica antes de seu alvo ser atingido (Conlon et al., 2007).

A anfipaticidade reflete tanto a abundéncia quanto a polarizagédo dos dominios

hidrofobicos e hidrofilicos em uma proteina. Uma medida quantitativa da
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anfipaticidade é o momento hidrofobico, MH, calculado como sendo a soma vetorial
da hidrofobicidade de cada aminoacido, normalizado para uma hélice ideal
(Eisenberg, 1984). Promovendo-se um aumento no momento hidrofébico, gera-se
um aumento significativo nas atividades de permeabilizacdo e hemolitica de
determinados peptideos modelos frente a membranas-alvo, como observado no
estudo realizado por Pathak et al. (1995), onde ficou demonstrado que a
anfipaticidade teve papel mais importante que a hidrofobicidade e que o proprio
conteudo helicoidal na atividade de certos peptideos antimicrobianos. No entanto,
para a maioria das membranas neutras, onde as interacfes eletrostaticas peptideo-
lipideo sdo minimizadas, o momento hidrofébico parece exercer um papel
predominante no grau de toxicidade sobre as células do hospedeiro (Yeaman &
Yount, 2003).

1.4.4. Angulo Polar

Angulo polar é uma medida da proporcéo relativa de facetas polares versus
nao-polares de um peptideo H P -hélice anfipatica. PorexHPSOR HP XP SHSWtG
helicoidal hipotético, em que uma faceta é composta exclusivamente de residuos
hidrofébicos e a outra € composta exclusivamente de residuos carregados, o angulo
polar sera de 180°. A segregacéo reduzida entre estes dominios ou um aumento na
proporcao hidrofébica da hélice reduziria proporcionalmente o angulo polar. Em
varios estudos com peptideos naturais e sintéticos, um menor angulo polar (e,
portanto, uma maior superficie hidrofobica) estd associado com uma maior
capacidade de permeabilizar membranas, bem como a uma maior estabilidade e
meia-vida dos poros. (Yeaman & Yount, 2003).

Em um estudo realizado por Uematsu & Matsuzaki (2000), dois peptideos
com angulos polares de 100° e 180° foram desenhados, sintetizados e suas
interagcbes com membranas avaliadas, no que diz respeito a permeabilizacdo destas
membranas e a formacao de poros. Os resultados desses estudos indicaram que 0s
peptideos com menores angulos polares induziram a uma maior permeabilizacdo da
membrana, maior translocacdo e maiores taxas de formacéo de poros. No entanto,
embora a taxa de formacédo de poros tenha sido maior naqueles peptideos com
menores angulos polares, a taxa de colapso destes poros também foi maior. Estes
resultados sugerem que o0s peptideos com menores angulos polares levam a

formacdo de poros menos estaveis em comparacdo com peptideos de maiores
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angulos polares. A maior estabilidade dos poros formados pelos peptideos de maior
angulo polar pode ser devido a maiores superficies carregadas, e/ou mais moléculas

de peptideo por canal (Uematsu & Matsuzaki, 2000).

1.4.5. Hidrofobicidade

A hidrofobicidade do peptideo é definida como a porcentagem de residuos
hidrofébicos presentes no peptideo, a qual é de aproximadamente 50% para a
maioria dos PAMs. Esta hidrofobicidade € uma caracteristica essencial para as
interag6es dos PAMs com as membranas biolégicas. Embora esta hidrofobicidade
seja necessdria para a permeabilizacao efetiva da membrana, niveis elevados de
hidrofobicidade estdo fortemente correlacionados com uma maior toxicidade frente
as células de mamiferos e com uma menor especificidade antimicrobiana. Esta
especificidade antimicrobiana reduzida foi demonstrada em um estudo de Wieprecht
et al. (1997), onde analogos mais hidrofébicos de magainina preservaram a
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, porém esta especificidade
antimicrobiana diminuiu em relacdo a bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa com o aumento da hidrofobicidade. Ha estudos que demonstram que um
aumento na hidrofobicidade leva a uma maior permeabilizacdo das bicamadas
zwiteribnicas, e consequentemente, aumento na atividade hemolitica (Yeaman &
Yount, 2003).

1.5. Bases moleculares para a especificidade celular de acdo dos PAMs

Uma das propriedades que mais chamam a atencdo em relacdo aos PAMs,
sendo a mais atraente, diz respeito a especificidade celular, através da qual estes
peptideos destroem 0s microrganismos, sem apresentar, em alguns casos, efeitos
toxicos para as células de mamiferos. A relativa insensibilidade das células
eucarioticas aos PAMs é geralmente atribuida a diferencas na composicéo lipidica
entre as membranas das células eucaridticas e procaridticas (Dathe & Wieprecht,
1999; Matsuzaki, 1999, Zasloff, 2002). Tem sido proposto que a carga liquida
positiva dos PAMs € a responsavel por sua ligacao preferencial a superficie externa
negativamente carregada das bactérias, a qual difere da superficie
predominantemente %witteribnica " das células normais de mamiferos (Devaux,
1991). Outro aspecto desta ligacdo preferencial dos peptideos as membranas

bacterianas reside na diferenca de separacéo de cargas entre a porcao intracelular e
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extracelular da membrana citoplasmatica de células de mamiferos e dos
microrganismos. Este gradiente eletroquimico menos negativo em eucariontes do
que em procariontes desempenha um papel importante em sua seletividade
(Matsuzaki, 1999). Esse gradiente eletroquimico, chamado potencial
transmembrana, resulta das diferentes extensfes e taxas de fluxos de protons
atravées das membranas. A diferenga entre certos microrganismos e células
hospedeiras pode fornecer um meio de direcionamento seletivo de microrganismos
por PAMs. Por exemplo, células normais de mamiferos exibem um potencial de
membrana que varia de -90 a -110 mV. No entanto, patégenos bacterianos em fase
logaritmica de crescimento geralmente exibem um potencial transmembrana
variando de -130 a -150 mV. Tais diferencas significativas no potencial eletroquimico
da membrana tém sido propostas como parametros adicionais que guiam a
toxicidade seletiva dos PAMs. (Yeaman & Yount, 2003)

Algumas células tumorais perdem parte de sua assimetria lipidica e, portanto,
apresentam um carater mais anibnico na porcdo externa de sua membrana
plasmatica, o0 que as tornam mais suscetiveis a ligacdo aos peptideos
antimicrobianos catiénicos. Além disso, a seletividade de alguns PAMs para células
tumorais tem sido sugerida como decorrente de um maior potencial de membrana
negativo sobre as membranas citoplasmaticas de muitos tipos de células cancerosas
(Utsugi et al., 1991). Deve ser enfatizado também que o potencial negativo das
membranas das células cancerigenas € devido, em parte, a presenca de moléculas
anibnicas, tais como a fosfatidilserina, as mucinas O-glicosiladas e o acido sialico.
A reduzida quantidade de colesterol nas membranas destas células tumorais leva a
uma maior fluidez da membrana, facilitando sua desestabilizacdo. Somado-se a isto,
ha também a maior area superficial das células tumorais, devido a presenca de
inimeras microvilosidades que permitem a ligacdo de uma quantidade maior de

peptideos (Dennison et al., 2006)

15.1. O papel dos lipopolissacarideos e da membrana externa
bacteriana na especificidade celular dos PAMs

Para exercer sua atividade citolitica, o peptideo precisa, além de resistir a
exposicao ao soro, passar por diferentes barreiras, tais como a matriz extracelular,
os lipopolissacarideos de determinadas bactérias, a membrana externa e, em alguns

casos, camadas de peptideoglicano (Andreu & Rivas, 1999).
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A superficie  externa das bactérias  Gram-negativas  contém
lipopolissacarideos, enquanto a das bactérias Gram-positivas é rica em acidos
teicdicos, dando a superficie destes dois tipos de bactérias carga liquida negativa.
Além disso, os fosfolipideos que compdem a membrana citoplasméatica de bactérias
Gram-negativas, e as membranas das bactérias Gram-positivas, sdo carregados
negativamente. Em contraste, a camada externa das células normais de mamiferos
€ composta predominantemente de fosfolipideos %witteribnicos’, tais como
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e esfingomielina (Devaux, 1991; Dolis et al.,
1997; Zasloff, 2002). As interacBes hidrofébicas entre a face hidrofébica de um
peptideo anfipatico e os fosfolipideos %witeridbnicos “ na superficie celular tém um
importante papel na interacdo dos PAMs com as membranas celulares de células de
mamiferos. Peptideos hemoliticos exibem uma forte interacdo com a fosfatidilcolina,
enquanto peptideos ndo hemoliticos ndo apresentam esta forte interacdo
(Matsuzaki, 2009).

O papel da membrana externa e LPSs sobre a atividade antimicrobiana foi
investigado com as magaininas (Rana et al., 1991). A figura 2 ilustra as diferengas

existentes na composicdo das membranas bacterianas e de células de mamiferos.

8
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Figura 2. Bases moleculares da seletividade celular dos PAMs. Os PAMs
apresentam estrutura anfipatica com uma face polar carregada positivamente (em azul) e a
outra face hidrofébica (em marrom). A interacdo eletrostatica entre os PAMs catidnicos e 0s
componentes negativamente carregados (em vermelho) na superficie das células de
mamiferos (& esquerda) e na superficie bacteriana (& direita) é a principal for¢a que leva a
associacao celular. A interacdo hidrofébica da face hidrofobica com regides apolares das
biomembranas (em marrom) também direciona a ligacédo peptideo-célula. Figura modificada
de Matsuzaki, 2009.
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1.5.2. Papel dos lipideos da membrana na ligagéo peptideo-célula

E sabido que ha uma grande diversidade de fosfolipidios nas membranas
biologicas, e que eles estdo relacionados as funcbes especificas da membrana.
O componente basico de praticamente todas as biomembranas é a bicamada
fosfolipidica. Por definicdo, tais bicamadas séo anfipaticas, tendo ambos o0s
dominios, hidrofobico e hidrofilico. No entanto, com base em sua composi¢do, as
biomembranas de células procariotas e eucariotas diferem significativamente.
(Yeaman & Yount, 2003). Especialmente as propriedades fisico-quimicas dos
fosfolipidios presentes nas membranas dos microrganismos tém despertado um
grande interesse, uma vez que se sugere que a composicao lipidica das membranas
bacterianas tem um papel importante na interacdo com peptideos antimicrobianos
(Lohner & Prenner, 1999; Lohner, 2001).

Os PAMs catibnicos se ligam preferencialmente as membranas ricas em
cardiolipina e fosfolipidios acidos, tais como fosfatidilglicerol e fosfatidilserina, devido
as fortes interacOes eletrostaticas (Matsuzaki et al., 1991; Matsuzaki, 1998).
Em varios casos, uma correlacdo direta é encontrada entre a eficacia em
permeabilizar membranas e a poténcia em destruir bactérias (Oren et al., 1997). Da
mesma forma, a fluidez e a curvatura da bicamada lipidica influenciam a interacéo
entre os peptideos e os lipidios. Bicamadas fluidas geralmente sdo mais suscetiveis
aos peptideos, como por exemplo, no caso das magaininas, as quais atuam
permeabilizando de forma mais eficaz bicamadas lipidicas em fase liquida do que
aguelas em fase gel (Matsuzaki et al., 1991). O colesterol afeta a fluidez e o
potencial de dipolo dos fosfolipideos das membranas e, portanto, modula a atividade
de insercdo dos peptideos nestas membranas (Matsuzaki et al., 1995). Conforme
demonstrado por Silvestro et al., o colesterol diminui os efeitos liticos da cecropina
sobre membranas, porém sem aboli-lo. A imposi¢cdo de um obstaculo a insercéo do
peptideo na membrana permite que proteases atuem sobre estes peptideos,
removendo-os da superficie celular (Resnick et al., 1991; Silvestro et al., 1997,
Andreu & Rivas, 1999).
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1.6. Modelos de insergédo e permeabilizagdo das membranas pelos PAMs

Em uma etapa anterior a insercdo dos peptideos antimicrobianos nas
membranas bacterianas tem-se primeiramente a atracdo destes peptideos pelas
membranas, onde os PAMs catidnicos sao eletrostaticamente atraidos pelas cargas
negativas do envelope externo de bactérias Gram-negativas =+ por exemplo,
fosfolipideos anidnicos e grupos fosfato no lipopolissacarideo +e os &cidos teicdicos
na superficie de bactérias Gram-positivas. Uma vez proximos as células bacterianas,
0s peptideos necessitam atravessar a capsula polissacaridica, antes de sua
interacdo com a membrana externa das bactérias Gram-negativas, que contém LPS,
e atravessar a capsula polissacaridica, os acidos teicéicos e lipoteicéicos, antes de
interagirem com a membrana citoplasmatica das bactérias Gram-positivas. Uma vez
atingida a membrana citoplasmatica, os peptideos podem agora interagirem com as
bicamadas lipidicas (Brogden, 2005). A figura 3 ilustra resumidamente o passo a
passo dos modelos propostos de mecanismos de acdo dos peptideos
antimicrobianos. Como efeitos secundarios podemos citar interferéncias em
mecanismos celulares, tais como interferéncia na respiracdo, na sintese de
proteinas e DNA, no desencadeamento de enzimas que promovem a autélise do
peptideoglicano. Como exemplo destes efeitos secundarios podemos citar o PAM
Buforina I, relacionado na Tabela 2. Em um estudo realizado por Park et al. (1998)
este peptideo demonstrou atividade litica contra E. coli sem promover a

permeabilizacdo da membrana deste microrganismo.

Figura 3. Mecanismos de agdo propo VW RV SDUD RW¥licdifl@is/(Tossi, 2000).
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A seguir, os mecanismos de ag&o propostos para os PAMs sobre membranas

celulares serdo brevemente discutidos.

1.6.1. Modelo em barrel istave

Os peptideos em hélice formam um feixe na membrana com um IUmen
central, muito parecido com um barril, onde as regides hidrofébicas dos peptideos se
alinham com o nucleo lipidico da bicamada da membrana, ao passo que a face
hidrofilica do peptideo forma a por¢éo interna de um poro aquoso (Brogden, 2005)
(Figura 4). A medida que mais mondémeros sdo recrutados, mais viavel se torna a
insercdo dos peptideos nas membranas, mais aumenta o didmetro do poro
transmembrana, e consequentemente vai ocorrendo extravasamento do conteudo
celular até a morte da célula (Hancock & Chapple, 1999; Nascimento et al., 2003).

Este tipo de poro transmembrana é unico e esta bem ilustrado pelos estudos
realizados com a alameticina (Figura 4B), onde foi observado que este peptideo
DGRWRX XPD FRQiHellcdiddaD oligdi-se. & membrana, formaram-se
agregados que se inseriram na bicamada lipidica. A principal caracteristica deste
tipo de poro € que nele, peptideos helicoidais revestem completamente a superficie
interna do poro, com suas superficies hidrofébicas interagindo diretamente entre si e
com as cadeias acilicas dos fosfolipideos, e suas superficies hidrofilicas voltadas
para o interior do canal. Deve ser enfatizado que mudancgas na composicao lipidica
da bicamada podem modular o equilibrio de agregacdo do peptideo, bem como o

namero de peptideos nestes agregados (Brogden, 2005).
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Figura 4. Representacdo do modelo em barrel istave. (A) Os PAMs, apos se
DGHULUHP j PHPEUDQD SODVPIWLFD DieiR0Mda.FEskrRgrefadddeR UP Do n
peptideos aderidos se insere na bicamada da membrana de modo que as regides
hidrofébicas do peptideo se alinhem com o nucleo lipidico da membrana e as regides
hidrofilicas dos peptideos formem o interior do poro aquoso. A por¢do em azul das hélices
dos peptideos representa a face hidrofilica, enquanto que a por¢cdo em vermelho representa
a regido hidrofébica (Brogden, 2005). (B) No modelo em barrel-stave acima, a alameticina é
representado pelo cilindro, onde em azul temos a porcao hidrofilica e em vermelho a porcao
hidrofébica deste peptideo anfipatico. O diametro do poro formado é de 18 A. A molécula
lipidica é representada por um grupo de cabega oval com duas pernas (Huang, 2000).

1.6.2. Modelo carpet Hike

Neste modelo, os peptideos se acumulam na superficie de bicamada,
orientando-se paralelamente a superficie da membrana. Os peptideos sao atraidos
eletrostaticamente pelas membranas, de modo que sua porgdo hidrofilica sofre
atracdo pelas cabecas anibnicas dos grupos fosfolipidicos em inimeros locais que
recobrem a superficie da membrana, formando uma espécie de tapete. Em altas
concentracdes de peptideos, estes peptideos orientados paralelamente a superficie
sdo entdo reorientados, de forma que sua por¢ao hidrofilica se direcione ao centro
hidrofébico da membrana, mantendo ainda aquele contato com as cabecas
anibnicas dos grupos fosfolipidicos. Desta forma, semelhante a uma agéo detergente
e, eventualmente, levando a formacéo de micelas, eles irdo causar uma perturbacéo
na bicamada, quebrando a integridade de sua curvatura, culminando assim com a
desagregacdo da membrana (Nascimento et al. 2003; Yeaman & Yount, 2003;
Brogden, 2005) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo do modelo carpet dike. Neste modelo, os peptideos
rompem a membrana através da orientacdo paralela a superficie da bicamada lipidica,
formando uma extensa camada ou tapete. As regibes hidrofilicas do peptideo sédo
mostradas em vermelho, enquanto as regides hidrofébicas sdo mostradas em azul.
(Brogden, 2005).

1.6.3. Modelo do poro #oroidal

No modelo do poro #oroidal, os peptideos em .-hélice se orientam
paralelamente a membrana e, ap0s atingirem um limiar de concentracao, inserem-se
perpendicularmente na camada lipidica, induzindo as monocamadas lipidicas a se
dobrarem continuamente através dos poros de modo que o0 nucleo aquoso esteja
revestido pelos peptideos inseridos e pelas cabecas dos grupos lipidicos. Na
formacdo do poro foroidal, as faces polares dos peptideos se associam com as
cabecas polares dos grupos lipidicos. Ha de se destacar uma importante restricdo
deste modelo, onde o peptideo deve estar sempre associado as cabecas dos
fosfolipideos e nunca com a regido das cadeias acilicas (Huang, 2000). Nao ha
quebra da ligagdo entre o mondmero do peptideo e o lipidio durante a reorganizacao
da camada lipidica, sendo que, ao final deste processo, ocorre a formacédo de um
poro aquoso de curta meia-vida, ion seletivo, cuja parede € constituida por

mondmeros do peptideo intercalados com lipidios da membrana biologica. O modelo
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do poro-toroidal difere do modelo em barril, pois os monémeros dos peptideos estdo
sempre associados as cabecas dos grupos lipidicos, mesmo quando inseridos
perpendicularmente na bicamada lipidica (Nascimento et al., 2003; Brogden, 2005)
(Figura 6).
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Figura 6. Representagdo do modelo do poro #oroidal. (A) Neste modelo, as faces
polares dos peptideos se associam com as cabecas polares dos grupos lipidicos. Nao ha
guebra da ligagédo entre os mondémeros do peptideo e o lipidio durante a reorganizacdo da
camada lipidica, ocorrendo a formacdo de um poro aquoso. As regides hidrofilicas do
peptideo sdo mostradas em vermelho, enquanto as regiées hidrofébicas sdo mostradas em
azul. (Brogden, 2005). (B) A formacdo de poros pela magainina esta representada pelos
cilindros avermelhados embebidos na bicamada lipidica. (Huang, 2000)

Além dos mecanismos pelos quais os peptideos antimicrobianos exercem
seus efeitos via membrana, ha também aqueles onde seus efeitos provém da
inibicdo da sintese de DNA, bloqueio na sintese de RNA, inibicdo de funcdes
riboss6micas e sintese de proteinas, dentre outros, conforme ilustrado na figura 7.

A tabela 2 apresenta alguns exemplos de PAMs e seus principais efeitos seja
diretamente sobre a membrana plasmética ou sobre importantes processos

celulares.
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Figura 7. Mecanismos de acdo propostos para os PAMs sobre células microbianas.
(A) ruptura da integridade da membrana celular: (1) inser¢cdo na membrana, (2) alinhamento
de regides hidrofébicas e (3) remocéo de partes da membrana com formagéo de poros. (B)
Inibicdo da sintese de DNA. (C) Bloqueio na sintese de RNA. (D) Inibicdo de enzimas
necessarias para a ligacdo de proteinas estruturais da parede cellular. (E) Inibicdo de
funcbes ribossbmicas e sintese de proteinas. (F) Bloqueio das proteinas chaperonas
necessarias ao dobramento das proteinas. (G) Efeitos sobre as mitocondrias: (1) inibicdo da
respiragdo cellular e indugéo da formacdo de ROS e (2) rompimento da integridade da
membrana celular mitocondrial e efluxo de ATP and NADH. (Figura modificada de Peters et
al., 2010).
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Tabela 2. Exemplos de PAMs e mecanismos pelos quais induzem seus efeitos

deletérios.

Modelo de atividade antimicrobiana Peptideos
Mecanismo de formacgdo dos poros

transmembranicos

Poro - toroidal hagainina 2, protegrina-1, melitina, LL-37
MEI-78

Dermasepting =, cecropina, meliting
caerina 1.1, avispirina

Alameticing

Carpete

Poro em bharril

Modelos de morte intracelular

Floculagdo e conteiddo intracelular Peptideos anidnicos

Alteragdes na memhbrana citoplasmatica
Inibigdo da sintese da parede celular
Ligagéo a acidos nucleicos

Inibigdo da sintese de acidos nucléicos

PR-39, PR-25, indoliciding-1, microcing 25
Mersacidina
Bufarina I, tachiplesina

Pleuracidina, dermaseptina, PR-359

HMP-1, HMP-2 & indoliciding
Fleurocidina, dermaseptina, PR-29
HMP-1, HMP-2 & indolicidina
Histatinas, pirrhocoricina, drosocina,
apidacina

Inibigéo da sintese de proteinas

Inibigdo da atividade enzimatica

1.7. O PAM Hylina al

A Hylina al foi o primeiro peptideo citolitico isolado da secrecdo da pele da ra
arboricola da espécie Hypsiboas albopunctatus encontrada na da América do Sul.
Este peptideo apresenta 18 residuos de aminoacidos (IFGAILPLALGALKNLIK-NH,),
e apresenta estrutura HP -hélice (Figura 8) confirmada por espectroscopia de
dicroismo circular. A Hylina al apresenta atividade antimicrobiana de amplo espectro
contra bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
contra bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Bacillus subtilis, e também contra fungos (Candida albicans, C. krusei, C.
parapsilosis e Cryptococcus neoformans). Além destas atividades antimicrobianas, a

Hylina al se mostrou citolitica frente a eritrocitos humanos (Castro et al., 2009).
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Figura 8. Projecdo em roda helicoidal da Hylina al. Em amarelo os residuos nao-
polares; em verde, os residuos polares ndo-carregados e em azul, os residuos basicos.
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2. JUSTIFICATIVA

O aparecimento de resisténcia aos antibiéticos tem se revelado nos ultimos
anos como um dos grandes desafios da medicina. Varios microrganismos
multirresistentes vém surgindo atualmente e, em sua grande parte, envolvidos em
infecgbes hospitalares. O uso indiscriminado e inadequado de drogas
antimicrobianas tem promovido o surgimento de cepas de microrganismos cada vez
mais resistentes e a sua emergéncia tem se revelado um grave problema de saude
publica (Park et al., 2011). Dificuldades associadas a emergéncia destes
microrganismos multirresistentes estdo relacionadas com a falta de opc¢bes
terapéuticas para combaté-los, visto que, nos Ultimos anos, a maioria das grandes
empresas farmacéuticas se dedicou ao desenvolvimento de drogas para o
tratamento de doencas cronicas que oferecem um fluxo de receita melhor do que os
agentes antimicrobianos (Livermore, 2004).

Dentre 0s microrganismos com resisténcia aos antibioticos classicos, potentes
H FRQYHQFLR Q Bdcdmieds Pdarbapenémicos e glicopeptideos, podemos
citar as cepas de Staphylococcus aureus MRSA, Klebsiella pneumoniae KPC,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus VRE. Além destas bactérias, assistimos
também ao surgimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a
multiplas drogas e, como demonstrado por Linde et al. em 2001, com resposta
reduzida frente aos antimicrobianos usados no combate a tuberculose,
impulsionando a busca por novas drogas no combate a esta patologia.

Os peptideos antimicrobianos sdo candidatos promissores no
desenvolvimento de uma nova classe de antimicrobianos, tanto pelo fato de
apresentarem caracteristicas como a habilidade de eliminar as células-alvo
rapidamente e apresentarem um amplo espectro de atividade, quanto pelo fato de
apresentarem atividade contra patdgenos resistentes a potentes drogas empregadas
no meio clinico, além da sua relativa dificuldade em promover a selecdo de
microrganismos resistentes in vitro. O desenho racional de peptideos pode levar ao
surgimento de drogas com alta atividade antimicrobiana, porém sem o efeito

citotoxico caracteristico de alguns peptideos (Hancock, 1999; Zasloff, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente projeto teve como objetivo geral a producdo de um analogo da
Hylina al, um peptideo antimicrobiano isolado de uma espécie de anuro da fauna do
cerrado, com vistas a aumentar seu potencial terapéutico, seja pelo aumento na
atividade bioldgica ou na especificidade, reduzindo sua toxicidade sobre células

eucarioticas.

3.2. Estratégias para o alcance dos objetivos

¥ Avaliar a estrutura priméaria e propor mudancas nas faces polar e
apolar da Hylina al, visando obter um analogo com atividade
microbicida aumentada ou mantida, e atividade hemolitica reduzida;

¥ Produzir, por meio de sintese quimica, o analogo da Hylina al proposto
e obté-lo em alto grau de pureza por RP-HPLC;

¥, Caracterizar biologicamente o0 analogo produzido por meio da
realizacdo de ensaios in vitro para avaliacdo da atividade
antibacteriana (contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas),
fungicida (contra espécies de leveduras), micobactericida (contra

espécies de micobactérias) e hemolitica (contra eritrécitos humanos).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes Quimicos
Em todos os experimentos, foram utilizados somente reagentes de grau
analitico, provenientes de diferentes fontes comerciais. Todas as solucbes foram

preparadas com agua Milli-Q (Millipore Reagent Water System USA).

4.2. Desenho racional e sintese quimica de um analogo do peptideo
citolitico Hylina al
Um anélogo do peptideo citolitico Hylina al foi proposto com base em
substituicdes nas faces polares e apolares dessa molécula visando a manutencéo
ou aumento na atividade antimicrobiana, bem como reducédo nos efeitos hemoliticos.
Tal analogo foi produzido por sintese quimica manual empregando-se a técnica
Fmoc. No curso da realizacdo deste trabalho, observou-se a presenca de um
contaminante resultante da incorporagdo, durante o processo de sintese manual, de
um residuo adicional de leucina na estrutura do analogo previamente proposto. Tal
analogo foi co-purificado juntamento com o analogo proposto neste trabalho e foi
submetido a todos os ensaios bioldgicos descritos a fim de se avaliar sua atividade

biologica.

4.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC)

A purificacdo dos peptideos sintetizados foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando-se colunas de fase reversa Cig
Vydac 218TP54 (250 x 4,6 mm, 5 R Separations Group, USA).

Aliquotas (3,0 mg) dos peptideos brutos liofilizadas contendo uma mistura dos
dois analogos foram ressuspendidas em 820 / GH Y Y em)$gua
(solvente A) e centrifugadas por 10 min a 15.887 g. O sobrenadante obtido foi
filtrado em filtro Millex GV 0,22 um e, em seguida, um volume de 200 pL foi aplicado
em uma coluna Cig(Vydac 218TP54, 4,6 x 250 mm), com elui¢do realizada com
fluxo de 1 mL/min.

Inicialmente equilibrou-se a coluna com solvente A, sendo posteriormente
aplicado um gradiente linear de 0 #0% por 10 min e de 40 #60% de acetonitrila
contendo 0,1% de TFA (solvente B) por 20 min, seguido de um gradiente de
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60-100% de solvente B por 5 min, finalizando a corrida com uma lavagem de 5 min
com 100% de solvente B. A absorvancia foi monitorada a 216 nm e as fragdes foram
coletadas manualmente VHFDGDV D YIFXR H DROPOIHQDGDV D i

4.4. Espectrometria de massas

Os dois analogos purificados foram analisados por espectrometria de massas
em espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany), a fim de se avaliar a pureza dos componentes obtidos.

Aliquotas dos dois analogos purificados por meio de RP-HPLC foram
dissolvidas em 0,1% (v/v) de TFAem iJXD H | G Hpdpti&oioi aplicado em
placa de aco inoxidavel junto a /| GD PDWUL] UHFRQVWLhs-4GD GH
hidroxicinamico (HCCA 20 pg/pL) ressuspendidas em 50% (v/v) acetonitrila/0,1%
(v/v) TFA.

As andlises foram realizadas com cada um dos anélogos apds purificacdo por
RP-HPLC no modo refletor de ions positivos, tendo sido utilizada a solucao Peptide
Mix (Brucker Daltonics) para a calibracdo e matriz HCCA, sendo a faixa analisada de
500 a 4000 Da.

4.5. Ensaio hemolitico (Determinacao da HCsp)

Eritrécitos de sangue humano O positivo, coletado de doador saudavel, foram
separados do plasma por sedimentacdo e, em seguida, trés lavagens sucessivas
foram realizadas com tampéo 1x (Tris-HCL 0,01 M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M).
Tanto a solubilizacdo das amostras quanto o preparo da solucédo a 1% (v/v) de
hemacias foram efetuadas com este tampdao. Aliquotas de 150 L de uma solucéo a
256 uM em 4gua de cada um dos analogos produzidos foram secas em Speed-Vac
e reconstituidas em 150 pyL de tampé&o 1x. A partir dessa solugcdo-estoque foram
realizadas diluicbes sucessivas até a concentracédo final de 0,5 uM. Em seguida,
foram adicionados 75 uL da suspenséo de hemacias a 1% (v/v). As amostras foram
incubadas por uma hora a temperatura ambiente, com posterior centrifugagdo a
3000 RPM por 2 min.

Aliguotas G H L do sobrenadante de cada peptideo foram transferidas
para uma placa de 96 pocos de fundo chato (TPP) e a leitura da absorvancia
realizada a 405 nm (leitora Multiskan® FC, Thermo Scientific, USA). Para as
amostras de referéncia utilizaram-V H /| GD VXVSHQVmMR a@tb (MYLWUYF
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LQFXEDGD FRP [ G0D IPAJW/W Bodho;referéncia de 100% de lise e
/| GD VXVSHQVmMR GaHl9% WA)Wdmyterhp&drselino como referéncia
de 0% de hemdlise. O ensaio foi realizado em triplicata. O valor da HCs, foi obtido

apos ajuste por regressao logaritmica.

4.6. Citometria de fluxo

As andlises das alteracdes provocadas pelos analogos da Hylina al sobre as
células brancas do sangue (leucocitos) foram realizadas em contador hematoldgico
CellDyn 3700 (Abbot). Esta tecnologia analisa os leucécitos em dois canais
separados, WOC (6ptico) e WIC (impedancia).

4.6.1. Preparo do sangue total lavado com solucao fisioldgica
Um volume de 8 mL de sangue tipo O™ foi colhido em tubo com EDTA. Este sangue
passou por trés lavagens sucessivas com solucdo salina fisiologica (Marca
Fresenius), sendo que apos cada lavagem era realizada uma centrifugacao a 3000
rom por 5 min. ApGs cada etapa de lavagem e centrifugacdo a fase plasmatica era
removida, e o volume final completado com solu¢do salina fisiol6gica, de modo que
ao final das trés lavagens fosse mantido o volume inicial de 8 mL. A fase plasmatica
foi removida com o propésito de serem retirados possiveis fatores que interferissem
com a atividade do peptideo, e consequientemente seus efeitos sobre as linhagens

celulares.

4.6.2. Preparo das suspensdes dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 a
64 UM em sangue total

Uma aliquota de 0,27 mg do peptideo Hal 1996 e outra de 0,25 mg do
peptideo Hal 1883 foram dissolvidas separadamente em 200 pL de solucdo de
NaCl 0,9% (p/v), Na* 154 mEg/L; CI-154 mEg/L, osmolaridade 308 mOsm/L, pH 4,5
a 7,0 (solucéo fisiologica - Fresenius). Um volume de 1,9 mL de sangue total OF
lavado com a solugéo fisiologica foi adicionado aos 200 pL de solugdo contendo
cada um dos peptideos, perfazendo assim um volume final de 2,1 mL de solucao
destes (Hal_1996 e Hal 1883) na concentracao final de 64 uM.

Triplicatas de 200 pL destas suspensdes foram coletadas imediatamente apdos
R SUHSDUR GD VXVSHQVmMR 7 DSy\M20 mRLW120Y BHH D
incubacdo e analizadas no CellDyn 3700 (Analizador Hematologico Automatizado
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por Citometria de Fluxo, Abbott), obtendo-se assim a contagem total e diferencial
das células brancas (leucdcitos).

4.6.3. Preparo dos controles negativo e positivo

O controle negativo foi preparado juntando-se 1,9 mL de sangue total lavado
com solucdo fisiolégica a 200 pL de solucéo fisioldgica. O controle positivo foi
preparado juntando-se 1,9 mL de sangue total lavado com solucdo fisioldgica,
adicionado de 200 pL de solucdo de Triton X-100 (20 pL de Triton X-100 10% (v/v)

mais 180 pL de solucao salina fisiolégica).

4.7. Ensaios antimicrobianos

4.7.1. Ensaios antibacterianos

Linhagens referenciais de bactérias, obtidas do Banco de Culturas do
Laboratorio de Toxinologia da Universidade de Brasilia, e cepas multirresistentes de
Staphylococcus aureus (MRSA) e Klebsiella pneumoniae (KPC) obtidas do Banco de
Culturas do Laboratorio de Microbiologia do Hospital Universitario de Brasilia, foram
cultivadas em 5 mL de meio Mueller-Hinton fresco sob agitacdo a 37°C até a
densidade Optica igual a 1 em 595 nm. As bactérias, em fase logaritimica, foram
diluidas no mesmo meio de cultura nas propor¢cfes 1:50 para as Gram-negativas e
1:100 para as Gram-positivas. $OtTXRWDV GH /| GH GLOXLoO}HV VH
peptideo puro, ressuspendidas em agua Milli-Q estéril, feitas a partir de uma
solucdo-HVWRTXH G Hesteriliz€da por ILOWUDomR HP ILOWUR 0OLOO!
IRUDP LQFXEDGDV FRP / GH VXVSHQ Vapreximadd&nwriteU L D Q D
de 2 a 7 x 10°> CFUs e incubadas por 22 h a 37°C em placas de microtitulacdo
estéreis (96 pocos, fundo chato). Os controles para auséncia de crescimento e
crescimento pleno foram, respectivamente, formaldeido 0,4% (v/v) e agua Milli-Q
esteéril, ambos incubados com as suspensdes bacterianas. A inibicdo do crescimento
foi determinada pela leitura da densidade Optica a 595 nm com uma leitora de placas
(Multiskan® FC, Thermo Scientific, USA).

4.7.2. Ensaios com leveduras
Cepas ATCC de Candida albicans (ATCC 14053), Candida krusei (ATCC
6258) e Candida parapsilosis (ATCC 22019) gentilmente cedidas pelo Laboratorio de

Micologia do LACEN + DF, foram cultivadas em Agar Sabouraud dextrose



30

(MicroMed), sendo executadas passagens (repiques) para assegurar sua pureza e
viabilidade.

O in6culo foi preparado a partir de colbnias frescas de Candida albicans,
C. krusei e C. parapsilosis crescidas em agar Sabouraud ap6s 24 horas em 35°C, as
quais foram suspensas em caldo BHI (Brain Heart Infusion, HIMEDIA). Estas cepas
foram cultivadas em 5 mL de meio BHI fresco sob agitacdo a 35°C até a densidade
Optica igual a 1 em 595 nm. As leveduras, em fase logaritimica, foram diluidas no
mesmo meio de cultura na proporcdo 1:100. 8PD DOtTXRWD G Hta
suspensdo de levedura a 1:100 (contendo aproximadamente 2 x 10 CFUs) foi
incubada por 22 ha35f& FRP de/cada analogo ressuspendido em agua
Milli-Q estéril, em placas de microtitulacdo estéreis (96 pocos, fundo chato). A partir
de uma solucdo de peptideo a 256 pM foi realizada a diluicdo seriada.
A concentracdo dos peptideos de interesse varioram de 128 pM a 0,0625 puM. Foi
adicionado em cada poco da microplaca 50 pL do indéculo contendo
aproximadamente 2 x 10° CFUs, ficando cada poco com volume final de
100 pL.Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, formaldeido 0,4% (v/v) e agua Milli-Q estéril, ambos incubados
com as suspensfes das leveduras. A concentracdo final do in6culo nos pocos
contendo 100 pL da suspensdo de células foi de aproximadamente 2 x 10* por mL.
Apoés a inoculacao, as placas foram incubadas a 35°C , com leitura de absorbancia
em 595 nm apds 24 e 48 horas em leitora de placas (Multiskan® FC, Thermo
Scientific, USA). A concentracdo inibitéria minima (CIM) para cada anélogo foi
assumida como sendo a menor concentracdo onde nao houve crescimento

detectavel espectrofotometricamente.

4.7.3. Ensaios com micobactérias

Cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Ra e MDR, cedidas pelo
Laboratorio de Micobactérias do LACEN +DF, recém-cultivadas em meio Lowestein
Jensen inclinado, foram transferidas para um tubo contendo 3 a 4 ml de agua
destilada estéril, com 6 a 9 pérolas de vidro esterilizadas. Os tubos foram
vigorosamente agitados em um vortex e deixados sedimentar por 5 min.
Os sobrenadantes foram transferidos para tubos estéreis. Estes sobrenadantes
foram ajustados com &gua destilada estéril para igualar a densidade da escala

padrdo 1 de McFarland. Esta suspenséo de Mycobacterium tuberculosis na escala 1
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de McFarland foi diluida a 1:25 em meio Middlebrook 7H9 suplementado com 10 %
de acido oléico, albumina, dextrose e catalase (OADC) e 5% de glicerol, e foi
utilizada como inoculo padrdo no método de microdiluicdo em caldo.

Este método de microdiluichio em caldo foi realizado em placas de
microtitulacdo de 96 pocos, conforme descrito por Ribeiro et al. (2004). Uma aliquota
de /| GHVWD VXVSHQVmMR GH PLFR temb Appoditn&dedmeénte
1,2 x 10° CFU) foi inoculada em cada poco da placa de microtitulacdo estéril (96
pocos, fundo chato). Cada poco da microplaca ja continha 100 pL de meio
Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de &cido oléico, albumina, dextrose e
catalase (OADC) e 5% de glicerol, mais determinada concentracdo do peptideo
testado. O volume final nos pocos, apos a adicdo do indéculo, foi de 200 pL.

Um volume de 200 pL da solucédo do peptideo a 256 uM foi adicionado a
primeira coluna de pocos da microplaca, a partir do qual foram retirados 100 pL e
realizada diluicdo seriada. A concentracdo do peptideo variou de 64 pM a
0,0625 uM. Cada poco apresentou um volume final de 200 pL. Os pocos de controle
positivo de crescimento continham 100 / GH P HMidRllebrook 7H9 estéril,
suplementado com 10% de OADC e 5% de glicerol, isento de peptideo, e mais
100 / GD VXVSH QabmARconcentracao final do in6culo nos pocos de 200 pL
foi de aproximadamente 6 x 10° CFU/mL. Os pocos de controle negativo, para
auséncia de crescimento, continham 200 pL deste mesmo meio, porém sem a
adicao de suspensao de micobactérias.

Apbs a inoculacgdo, as placas foram seladas, colocadas em sacos plasticos e
incubadas a 37° C em estufas com hidratacdo, onde permaneceram por 7 dias.
Apos 5 dias de incubacao das microplacas, um volume de 10 pL de solucdo de MTT
5 mg/mL foi adicionado a um dos pocos de controle de crescimento positivo, com 0
objetivo de verificar o crescimento das micobactérias. Estas microplacas foram
reincubadas por um periodo de 24 horas, ap0s o qual a visualizacdo de uma
coloragdo azul indicava o crescimento das micobactérias. Com esta confirmacéo, a
mesma quantidade de MTT foi adicionada aos demais pocos da microplaca, que
foram incubadas por mais 24 horas e posteriormente, um volume de 50 / de dimetil
sulfoxido (DMSO) foi adicionado a cada poco do microplaca, com devida
homogeneizagdo para dissolugdo dos cristais formados. Esta microplaca foi
posteriormente submetida a leitura de absorbancia em 570 nm, em leitora de placas

(Multiskan® FC, Thermo Scientific, USA). A concentracao inibitéria minima (CIM) dos

FR
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peptideos foi definida como sendo a menor concentracao capaz de impedir mudanca
de coloracdo, ou seja, capaz de inibir o crescimento dos isolados clinicos de

micobactérias.
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Tabela 3. Tabela de microrganismos e meios de cultura utilizados
na determinacdo das CIMs

Bactéria Origem Meio de cultura
Gram
positivos Enterococcus faecalis ATcc 29212 LT £UnB Mueller Hinton
Staphylococcus aureus ATcc 25923 LT £UnB Mueller Hinton
Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRsA) LM/HUB £UnB Mueller Hinton
Staphylococcus epidermidis ATcc 12228 LT +UnB Mueller Hinton
Enterobacter aerogenes ATcc29212 LT zUnB Mueller Hinton
Gram-
negativos Escherichia coli aATcc 25922 LT zUnB Mueller Hinton
Klebsiella pneumoniae ATcc 27736 LT +UnB Mueller Hinton
Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (kPc) LM/HUB £UnB Mueller Hinton
Proteus mirabillis ATcc 25933 LT xUnB Mueller Hinton
Pseudomonas aeruginosa atcc 27853 LT +UnB Mueller Hinton
Brain Heart
Leveduras  Candida albicans ATcc 14053 Lacen +DF Infusion
Brain Heart
Candida parapsilosis ATcc 22019 Lacen +DF Infusion
Brain Heart
Candida krusei ATcc 6258 Lacen +DF Infusion
Micobactérias Mycobacterium tuberculosis H37Ra Lacen +DF Middlebrook 7H9

suplementado
com OADC
Mycobacterium tuberculosis
Multirresistente - MDR Lacen +DF Middlebrook 7H9
suplementado
com OADC

LT +UnB: Laborat6rio de Toxinologia tUniversidade de Brasilia; LM/HUB +UnB:
Laboratorio de Microbiologia/Hospital Universitario de Brasilia tUniversidade de Brasilia;
Lacen xDF: Laboratdrio Central de Saude Publica *Distrito Federal; MDR: multi droga
resistente; OADC: &cido oléico, albumina, dextrose e catalase.



34

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenho racional e sintese de anédlogos da Hylina al

No presente trabalho, um analogo da Hylina al foi proposto e sintetizado
guimicamente. Durante a realizacdo deste trabalho, observou-se a presenca de um
contaminante resultante da incorporagdo, durante o processo de sintese manual, de
um residuo adicional de leucina a estrutura do analogo aqui proposto. Tal anélogo
foi co-purificado juntamento com o analogo proposto e foi submetido a todos os
ensaios biolégicos descritos a fim de se avaliar sua atividade biolégica.

Tais anélogos foram denominados Hal 1883 e Hal 1996 em virtude de suas
massas moleculares (1883,049 Da e 1995,969 Da, respectivamente).

Em relacdo a Hylina al, o peptideo Hal 1883 (Figura 9) apresenta
substituicbes nas posicdes 4 (substituicdo de alanina por serina), 7 (substituicdo de
prolina por serina) e 15 (substituicdo de asparagina por lisina), apresentando 18
residuos de aminoécidos. Esperava-se com tais substituicbes aumentar a
anfipaticidade do peptideo e, consequentemente, aumentar sua capacidade
citolitica.

O peptideo Hal 1996 (Figura 10), resultante de uma falha no processo de
sintese quimica manual, apresenta substituicdes nas posi¢cdes 4 (substituicdo de
alanina por serina), 7 (substituicdo de prolina por serina) e 15 (substituicdo de
asparagina por lisina), além da inclusdo de um residuo de leucina entre as posi¢cdes
8 e 9 (confirmado por degradacao de Edman), ficando este analogo com 19 residuos

de aminoacidos.
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Hal_1883: IFGSILSLALGALKKLIK-NH,
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Figura 9. Projecdo em roda helicoidal do analogo da Hylina-al denominado
Hal 1883. Em amarelo os residuos ndo polares; em verde, os residuos polares ndo
carregados; em azul os residuos basicos.

Hal_ 1996: IFGSILSLLALGALKKLIK-NH,
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Figura 10. Projecdo em roda helicoidal do andlogo da Hylina-al denominado
Hal 1996. Em amarelo os residuos nado polares; em verde, os residuos polares nédo
carregados; em azul os residuos basicos.
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5.2. Purificagdo dos analogos sintéticos por RP-HPLC

Aliquotas de 3,0 mg dos peptideos brutos produzidos por sintese quimica
manual foram purificados empregando-se coluna de fase reversa Cig (Vydac
218TP54, 4,6 x 250 mm), resultando em perfis cromatograficos, nos quais
destacavam-se duas fracdes principais, os analogos Hal 1996 e Hal 1883 (Figura
11).

Os perfis cromatograficos obtidos apresentaram boa reprodutibilidade ao
longo de todas as 62 corridas cromatogréficas realizadas. Os andlogos Hal 1996 e
Hal 1883, objetos deste estudo, estdo destacados na figura 11. (Hal 1996, em
vermelho, com tempo de retencdo em torno de 21,852 segundos; e Hal 1883, em

verde, com tempo de retencdo em torno de 28,884 segundos).

Figura 11. Perfil cromatogréfico tipico do fracionamento da mistura de analogos
produzidos quimicamente. Aliquotas (3 mg) liofilizadas da amostra sintética bruta foram
UHVVXVSHQGLGDV HP /I GH em agia ¥ ce@iiiugadds por 10 min a
15.887 g. O sobrenadante obtido foi filtrado em filtro de 0,22 pm e um volume de 200 pL foi
injetado em uma coluna analitica C,g de fase reversa (Vydac 218TP54, 4,6 x 250 mm), com
eluicdo realizada com fluxo de 1 mL/min. A linha azul representa o gradiente de acetonitrila
empregado. A absorvancia foi monitorada em 216 nm.

5.3. Confirmagédo da pureza dos analogos Hal 1996 e Hal 1883 por
espectrometria de massas

Os analogos purificados por RP-HPLC foram individualmente coletados, secos
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em Speed-Vac e ressuspendidos em 0,1% (v/v) TFA em agua. Uma aliquota de cada um
dos anélogos (1 pL) foi aplicada em pocos de uma placa de aco inoxidavel junto a 1 pL da
PDWUL] UHFRQVW L Widn@&PhideokicinErmic@RHCCA 20 pg/pL) e analisado em
espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF (Autoflex Il, Bruker Daltonics, Alemanha)
cobrindo uma faixa de m/z de 500 a 4000 Da no modo refletor de ions positivos calibrado
com Pepmix. Os peptideos Hal 1996 (Figura 12) e Hal_ 1883 (Figura 13) tiveram
suas massas moleculares determinadas, além disso foi possivel observar que tais
fragcbes encontravam-se com alto grau de pureza, compativel com a realizacdo dos

testes biologicos previstos.
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Figura 12. Espectro de massas do analogo Hal 1996, com [M+H]" igual a
1996,97 Da purificado por RP-HPLC em coluna de fase reversa C,g. Pode-se observar a
presenca de adutos com os ions sddio e e potassio. Espectros obtidos apds plaqueamento
das amostras em placa de aco inoxidavel junto a matriz de HCCA 20 pg/uL. Andlises
realizadas em espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF, tendo sido utilizada a
solugdo Peptide Mix para a calibragéo, sendo a faixa analisada de 500 a 4000 Da.
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Figura 13. Espectro de massas do analogo Hal 1883, com [M+H]+ igual a
1884,04 Da purificado por RP-HPLC em coluna de fase reversa C18. Pode-se observar a
presenga de aduto com o ion sédio. Espectros obtidos apos plaqueamento das amostras
em placa de aco inoxidavel junto a matriz de HCCA 20 pg/uL. Andlises realizadas em
espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF, tendo sido utilizada a solu¢cdo Peptide
Mix para a calibragéo, sendo a faixa analisada de 500 a 4000.

5.4. Efeitos hemoliticos dos analogos Hal 1996 e Hal 1883

De maneira geral, os dois analogos da Hylina al sintetizados no presente
estudo apresentaram potentes efeitos hemoliticos, que podem estar associados a
substituicdo do residuo de prolina na posicdo 7, visto que este aminoacido oferece
resisténcia a conformacédo helicoidal. Logo, sua substituicdo pode ter tornado mais
propensa a conformacdo em hélice, conformacdo esta muito associada aos efeitos
hemoliticos dos peptideos antimicrobianos alfa-helicoidais. A figura 14 representa
os efeitos hemoliticos (porcentagem de hemdlise) sobre uma suspensdo de
eritrocitos humanos produzida por concentracdes ( M) decrescentes dos peptideos
Hal 1996 e Hal_1883. Nota-se que até a concentracdo de 16 puM, as atividades
hemoliticas destes dois peptideos foram semelhantes (92,1% de hemodlise
promovida pelo peptideo Hal 1996 e 95,1% de hemdlise promovida pelo peptideo
Hal 1883). Na concentracdo de 4 uM o peptideo Hal 1996 teve sua atividade
hemolitica reduzida amplamente, causando um percentual de 46,8% de hemdlise. Ja

0 peptideo Hal_ 1883, nesta mesma concentracdo, ainda mantinha uma atividade
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superior a 95% de hemdlise. A atividade hemolitica do peptideo Hal 1883 so se
mostrou inferior a 50% em concentrac¢des inferiores a 2 pM. Na concentragédo de 1
UM, sua atividade hemolitica apresentou-se em torno 32%, evidenciando o alto
poder hemolitico desse peptideo. Nesta mesma concentracdo, o peptideo Hal 1996
apresentou pouco mais de 15% de atividade hemolitica.

Assim como nos estudos de Conlon et al. (2007), onde os peptideos com
maior tempo de retencdo em RP-HPLC estiveram associados a uma maior atividade
hemolitica, notamos aqui que o peptideo Hal_ 1996, com menor tempo de retencéo,
21,9 segundos, apresentou menor atividade hemolitica que o peptideo Hal 1883,
com tempo de retencdo de 28,9 segundos. Assim como o tempo de retencdo em
RP-HPLC, a atividade hemolitica esta diretamente relacionada a hidrofobicidade do
peptideo.

No estudo realizado por Castro et al. (2009), o peptideo Hylina al também
apresentou consideravel atividade hemolitica, com HCsp de 18 puM. A forte atividade
hemolitica, tanto da Hylina al quanto de seus analogos sintéticos Hal 1996 (HCsp =
4,4 uM) e Hal 1883 (HCsy = 1,5 uM) pode representar um problema no que diz
respeito ao seu uso clinico como opc¢do terapéutica aos antibidticos classicos e
convencionais, porém mudancas na estrutura destes peptideos, principalmente
visando reduzir a hidrofobicidade, podem acarretar compostos com atividade
antimicrobiana melhorada ou mantida, e com perda ou reducdo da atividade
hemolitica. Mudancas como aquelas realizadas por Chen et al., (2005), onde foi
observada uma grande reducdo na atividade hemolitica dos analogos sintetizados
quando L-aminoacidos da por¢ao hidrofobica foram substituidos por D-aminoacidos,
atribuindo-se esta reducédo ao fato de que os analogos D-diasteroisdbmeros exibiram
menor capacidade de auto-agregacdo que os analogos L-diasteroisbmeros. Neste
mesmo estudo, foi detectada grande reducdo nas atividades hemoliticas dos
analogos quando residuos hidrofobicos da face apolar foram substituidos por

residuos menos hidrofébicos.
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Figura 14. Porcentagem de hemdlise de eritrécitos humanos (O+) pelos analogos
Hal_1996 (em cinza claro) e Hal_1883 (em cinza escuro) em fungdo da concentracdo de
peptideos empregada. Como controle da auséncia de hemodlise (C-), a suspensdo de
eritrécitos foi incubada com tampéo Tris-salina (Tris-HCL 0,01 M pH 7,4 contendo NacCl 0,15
M e CaCl, 0,01 M) e como controle hemolitico (C+) os eritrcitos foram lisados com a adicédo
de uma solugédo de Triton X-100 na concentragéo final de 0,1% (v/v). Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam o desvio padréo.

5.5 Efeitos citoliticos sobre leucécitos totais dos analogos Hal 1996 e
Hal_1883

A figura 15 representa os efeitos citoliticos sobre os leucécitos totais dos
peptideos Hal 1996 e Hal 1883 na concentracdo de 64 M. A fase plasmética do
sangue foi retirada com o objetivo de se eliminar possiveis interferentes presentes
neste plasma que pudessem vir a inibir ou diminuir a atividade dos peptideos
testados. Expressando em numeros, enquanto a leucometria encontrada no controle
negativo no tempo TO foi, em média, de 5.371 leucécitos/mm3, neste mesmo tempo,
as leucometrias das amostras submetidas a acdo dos peptideos Hal 1996 e
Hal 1883 foram de, respectivamente, 4.819 leucécitos/mm*® e de apenas 539
leucécitos/mm® 1R WHPSR PLQXWRV 7 9 DV OHXFRPHWULD
peptideo Hal_ 1996 e Hal 1883 foram, respectivamente, 5.284 leuc6citos/mm?,
4.712 leucécitos/mm?® e 474 leucécitos/mm?>. J& no tempo 120 minutos, a leucometria
do controle negativo atingiu uma média de aproximadamente 5.000 leucécitos/mm3,
frente a 4.356 leucécitos/mm? encontrados nas amostras submetidas ao peptideo
Hal 1996, ao passo que a média de leucdécitos encontrada nas amostras sob efeito
do peptideo Hal 1883 foi de apenas 399 leucdécitos/mms3. As leucometrias
encontradas com o controle positivo (na presenca do detergente Triton X-100) nos
WHPSRV 79 7 T H7 9IRUDP UHVSHFWLYDPH®WH

Pela observacdo das contagem dos leucocitos, apés a acao dos dois
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peptideos testados, ficou claramente demonstrado que o peptideo Hal 1883 causa
maior destruicdo dos leucocitos totais quando comparado ao peptideo Hal 1996,
além de ser também mais hemolitico, como ficou demonstrado no ensaio realizado
com a suspensdo de eritrécitos humanos. Esta reducdo na contagem total dos
leucdcitos néo foi observada por Prates et al., (2004), em seu estudo com o peptideo
HSP1.

6.000 1 C.neg
5.000 - Hﬂ1_1995

4.000
J.000 -
2.000 -

1.000 - Hal 1883

C.Pos

T0O T 30 min T 120 min
Tempo em minutos

Mdmero de leucédcitos/mm?

Figura 15. Andlise por citometria de fluxo mostrando a contagem global dos
leucocitos em sangue total nos tempos 0, 30 e 120 minutos sob acdo dos peptideos
Hal 1996 (area cinza escuro) e Hal 1883 (regido branca) na concentracdo de 64 uM,
comparada aos controles negativo (solucéo fisioldgica, representada pela area cinza claro) e
positivo (Triton X-100 10% (v/v), representado pela area escura). As barras representam o
desvio padrao.

A figura 16 ilustra a porcentagem de destruicdo dos leucocitos apds a
exposicao do sangue aos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 na concentracdo de
64 MM nos tempos 0, 30 e 120 minutos. Observa-se que a reducdo na leucometria
causada pelo peptideo Hal 1996, em comparac¢do ao controle negativo, variou de
pouco mais de 10% no tempo 0, chegando a 11,62% apds 120 minutos de atuacao
do peptideo. Ja o peptideo Hal 1883 demonstrou um forte efeito lisante sobre as
células brancas (leucdcitos), bem superior ao peptideo Hal 1996, causando uma
reducdo de cercade 93% 7 1 D 7 T QD OHXFRPHWULD GHVWD DI
guando comparado ao controle negativo. Diferentemente dos resultados obtidos por
Prates et al., (2004), em nosso estudo, observamos a destruicdo dos leucocitos
totais pelos peptideos, sobretudo pelo peptideo Hal 1883.
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Figura 16. Porcentagem de destruicdo dos leucdcitos totais apds exposicdo do
sangue total nos tempos 0, 30 e 120 minutos sob ac¢do dos peptideos Hal_1996 (cinza
escuro) e Hal 1883 (cor negra) na concentracdo de 64 uM, comparada aos controles
negativo (solucdo salina fisiolégica) e positivo (Triton X-100 10% (v/v), cor cinza claro).
As barras representam o desvio padrao.

Na figura 17 pode-se observar, através da andlise dos graficos que comparam
tamanho (dispersdao 90°) e complexidade (dispersdo 10°), os efeitos dos peptideos
Hal 1996 e Hal 1883 (figuras 17-1 e 17-2, respectivamente), bem como dos
controles negativo (figura 17-3) e positivo (figural7-4) sobre cada uma das linhagens
de células brancas, analisadas em contador hematoldgico Cell-Dyn 3700.
Em comparacao ao controle negativo, nota-se uma grande destruicdo dos leucécitos
nas amostras submetidas as acdes do peptideo Hal 1883 (figura 17-2) e do
controle positivo (Triton X-100 10% (v/v), figura 17-4). Neste tipo de metodologia, 0s
leucocitos sdo analisados em dois canais, um 6ptico (WOC) e um por impedancia
(WIC). Através do canal Optico, um feixe de laser atua sobre o fluxo celular e o
ndcleo das células promove uma dispersao da luz em quatro angulos diferentes (0°,
para avaliar o tamanho da célula; 10°, que avalia a complexidade celular; 90°
polarizada, que mede a superficie celular e a estrutura interna ou lobularidade; e 90°
despolarizada, que mede certos tipos de granularidades celulares). Por meio da
impedancia elétrica, os nucleos dos leucécitos sdo quantificados e medidos, a
medida, que os leucdcitos fluem por um orificio de abertura conhecida e promovem
mudancas transitorias na resisténcia entre dois eletrodos. A amplitude de cada pulso
€ proporcional ao volume da particula que o produziu.

Através da analise das figuras 17, 18, e 19, que correspondem aos efeitos

dos peptideos sobre a leucometria nos tempos 0, 30 e 120 minutos, constata-se que
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0 peptideo Hal 1996 exerce uma discreta destruicdo dos neutrdfilos (plotados nos
JUIILFRV FRPR RV SRQWRYV DPDUHORYV TXH YDULD GH
conforme mostrado na figura 20. Ainda de acordo com a figura 20, as células
brancas mais afetadas pelo peptideo Hal 1996 foram os basofilos (plotados nas
figuras na cor branca), com um percentual de destruicdo variando de 39,7% no
tempo 0 chegando a 42,05% apds 120 minutos de incubacdo. Os linfécitos também
apresentaram um percentual relativamente alto de lise, variando de 19,35% no
tempo 0 e alcancando 22,87% apos 120 minutos de incubacéo.

Em relagdo ao peptideo Hal_ 1883 pode-se notar uma grande diferenca de
resposta sobre a leucometria quando comparado ao controle negativo e ao peptideo
Hal 1996. Observa-se nas figuras 17, 18 e 19 que as areas amarelas dos graficos,
correspondentes aos neutrofilos, praticamente sdo eliminadas. Estes elevados
percentuais de destruicdo dos neutréfilos pelo peptideo Hal 1883 séo evidenciados
na figura 21, e aparecem variando de 99,2% no tempo O, chegando a 100% de
destruicdo ap6s 120 minutos de incubacdo. Os basofilos (células plotadas na cor
branca) sdo também destruidos nesta mesma propor¢do. Uma observacao deve ser
feita em relacdo as areas verdes dos graficos referentes ao peptideo Hal 1883, nas
quais pode-se observar que elas sdo bastante preservadas nos trés tempos (0, 30 e
120 minutos de incubacdo). Estas areas correspondem aos eosindfilos, que séo os
leucdcitos que possuem uma complexa granularidade e que, de acordo com a figura
21 foram as células brancas mais resistentes a acdo do peptideo Hal 1883, com
percentual de destruicdo de aproximadamente 25% em cada um dos trés tempos.

A figura 22 traz uma comparagdo dos percentuais de destruicdo de cada
linhagem dos leucdcitos (neutréfilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos)
pelos peptideos Hal 1996 e Hal_1883 na concentracdo de 64 M nos tempos 0, 30
e 120 minutos de incubagcao. Nota-se uma marcante diferenca nos percentuais de
destruicdo entre estes dois peptideos, onde o peptideo Hal 1883 se destaca pelo

alto poder de lise sobre as células brancas.
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Figura 17. Analise diferencial dos leuc6citos nas amostras sanguineas submetidas a
acdo dos peptideos Hal_1996 na concentracdo de 64 uM (1), Hal_1883 na concentracao
de —0 FRQWUROH QHJDWLYR H FRQWUROH SRYYLWLYR
neutrdéfilos; em azul, os linfocitos; os monécitos sdo representados em roxo e os eosindfilos
estdo em verde. As raras células representadas na cor branca sdo os baséfilos. Cada ponto
nos graficos corresponde a um anico tipo celular, plotado a medida que passa pelo detector
celular. As analises foram realizadas em contador hematolégico automatizado Cell-Dyn
3700, Marca Abbott.
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Figura 18. Analise diferencial dos leuc6citos nas amostras sanguineas submetidas a
acao dos peptideos Hal_1996 na concentragdo de 64 pM (1), Hal_1883 na concentracéo
de 64 pM (2), controle negativo (3) e controle positivo (4) apds 30 minutos de incubag¢édo. Em
amarelo, os neutrdéfilos; em azul, os linfécitos; os mondcitos sdo representados em roxo e 0s
eosinofilos estdo em verde. As raras células representadas na cor branca sdo os basofilos.
Cada ponto nos gréficos corresponde a um Unico tipo celular, plotado a medida que passa
pelo detector celular. As andlises foram realizadas em contador hematologico automatizado
Cell-Dyn 3700, Marca Abbott.
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Figura 19. Andlise diferencial dos leuc6citos nas amostras sanguineas submetidas a
acao dos peptideos Hal_ 1996 na concentracdo de 64 uM (1), Hal_1883 na concentracéao
de 64 uM (2), controle negativo (3) e controle positivo (4) apds 120 minutos de incubacao.
Em amarelo, os neutrdéfilos; em azul, os linfécitos; os mondcitos sdo representados em roxo
e os eosindfilos estdo em verde. As raras células representadas na cor branca sdo os
basdfilos. Cada ponto nos graficos corresponde a um Unico tipo celular, plotado a medida
gue passa pelo detector celular. As analises foram realizadas em contador hematologico
automatizado Cell-Dyn 3700, Marca Abbott.
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Figura 20. Andlise por citometria de fluxo evidenciando os efeitos do peptideo
Hal 1996 na concentracdo de 64 uM sobre linhagens especificas de leucocitos apos 0, 30
e 120 minutos de incubagdo, em comparacao aos controles negativo (solucao fisioldgica) e
positivo (Triton X-100 10% (v/v)). NEUTR, neutrdfilos; LINF, linfocitos; MON, mondcitos;

EOS, eosinodfilos; BAS, basofilos.
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Figura 21. Analise por citometria de fluxo evidenciando os efeitos do peptideo
Hal_1883 na concentracdo de 64 uM sobre linhagens especificas de leucocitos apos 0, 30
e 120 minutos de incubacdo, em comparagdo aos controles negativo (solucao fisiolégica) e
positivo (Triton X-100 10% (v/v)). NEUTR, neutrdfilos; LINF, linfocitos; MON, mondcitos;

EOS, eosindfilos; BAS, basofilos.
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Figura 22. Comparagdo dos efeitos dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 na
concentracdo de 64 uM sobre linhagens especificas de leucécitos apds 0, 30 e 120 minutos
de incubacdo, em comparagéo aos controles negativo (solugéo fisiologica) e positivo (Triton
X-100 10% (v/v)). Em cinza claro, os efeitos citoliticos do peptideo Hal_1996; em cinza
escuro, os efeitos citoliticos do peptideo Hal_1883. NEUTR, neutrdfilos; LINF, linfécitos;
MON, monécitos; EOS, eosinodfilos; BAS, basofilos.

5.6. Efeitos antimicrobianos dos analogos Hal 1996 e Hal 1883

Os peptideos sintéticos caracterizados no presente estudo foram testados
contra microrganismos patogénicos Gram-positivos (S. aureus, S. epidermidis,
E. faecalis), Gram-negativos (E. coli, E. cloacae, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
P. mirabillis), leveduras (Candida albicans, C. krusei e C. parapsilosis),
micobactérias (cepas H37Ra e MDR) e contra as bactérias multirresistentes
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) e Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase (KPC), buscando determinacdo da CIM para cada
microrganismo avaliado. Os resultados dos testes de sensibilidade evidenciaram um
comportamento diversificado dos microrganismos frente aos dois peptideos
testados. Esta diferenca de susceptibilidade pode estar relacionada as propriedades
de cada um dos peptideos, bem como com as diferencas na composicdo das

membranas dos microrganismos testados.

5.6.1. Ensaios antibacterianos com cepas ATCC Gram-positivas

Os resultados da determinacéo da CIM dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883
frente a microrganismos Gram-positivos estdo representados abaixo. A figura 23
apresenta a porcentagem de inibicdo no crescimento do patdogeno Staphylococcus

aureus promovida por estes dois peptideos, em concentra¢bes variando de 128 uM
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a 0,0625 uM. O peptideo Hal 1996 apresentou CIM de 16 pM, ao passo que o
peptideo Hal 1883 apresentou uma CIM de 8 uM. Embora os dois peptideos
tenham apresentado bons resultados sobre o S. aureus, destaca-se um melhor
desempenho, em termos de inibicdo do crescimento microbiano, do peptideo
Hal 1883 quando comparado ao seu andlogo Hal 1996. Mesmo em baixa
concentracdo, como visto em 0,0625 pM, este peptideo apresentou inibicdo proxima
a 40%.
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Figura 23. Porcentagem de inibicAo do crescimento da bactéria Gram-positiva
S. aureus pelos peptideos Hal_ 1996 (cinza claro) e Hal_1883 (cinza escuro) em relagéo ao
controle, em concentrac¢des variando de 128 a 0,0625 pM. Como controle negativo (C-) foi
empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As
barras representam o desvio padréo.

Os resultados expressos na figura 24 forneceram os dados experimentais
empregados na determinacdo da CIM dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 frente a
bactéria Staphylococcus epidermidis. Sdo mostrados os percentuais de inibicao
sobre o crescimento desse patdgeno promovidos por estes dois peptideos, em
concentracdes que variaram de 128 a 0,0625 puM.

Os dois peptideos, Hal 1996 e Hal 1883, apresentaram uma CIM de 4 uM.
Assim como visto em relacédo a inibicdo frente ao S. aureus, observamos aqui um
melhor desempenho em termos de inibicdo do crescimento microbiano por parte do

peptideo Hal 1883 quando comparado ao seu analogo Hal 1996.
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Figura 24. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-positiva
S. epidermidis pelos peptideos Hal 1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em
relacdo ao controle, em concentracdes variando de 128 a 0,0625 pM. Como controle
negativo (C-) foi empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido
0,4% (v/v). As barras representam o desvio padréo.

A figura 25 representa a porcentagem de inibicdo sobre o crescimento da
bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis diante dos peptideos Hal 1996 e
Hal 1883, com concentracbes variando de 128 a 0,0625 puM. Nota-se que a
atividade inibitéria dos dois peptideos foi bastante semelhante, com uma CIM de
16 uM ambos os analogos. Até a concentracdo de 4 uM, tanto em relacdo ao
Hal 1996 quanto em relacdo ao Hal 1883, observou-se uma inibicdo de
aproximadamente 77% no crescimento deste microrganismo, sendo que a partir da
concentracdo de 2 pM nenhum efeito inibitério no crescimento do E. faecalis foi
notado em relacdo a estes dois peptideos. No estudo realizado por Castro et al.
(2009), o peptideo Hylina al sintético apresentou a mesma CIM (16 uM) observada
neste estudo com seus dois analogos sintéticos Hal 1996 e Hal 1883.
Estes resultados sdo também equivalentes aqueles obtidos por Conlon et al. (2007),
guando foi atingida uma CIM de 16 uM do peptideo sintético Temporina-1 Dra frente

ao E. faecalis.



o1

2 100 -
=
SRR
=
:_§ = &0 -
Z .2 70
o E g0
=]
£ Wl
o E
mo= 30
- B
S 2 20
a @
2 5 10
=]
n_% 0+ . . ITTITTITTITTITTITTI I'I"I'I
128 32 & 2 0,5 0,125 c+
Concentragio dos analogos em pM

Figura 25. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-positiva
E. faecalis pelos peptideos Hal_1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em relacdo
ao controle, em concentragfes variando de 128 a 0,0625 pM. Como controle negativo (C-)
foi empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As
barras representam o desvio padréo.

A tabela 4 apresenta os valores da CIM, em uM, dos peptideos Hal 1996 e
Hal 1883 frente as cepas ATCCs de S. aureus, S. epidermidis e E. faecalis. Ao se
comparar esses valores com os encontrados para a Hylina al, observou-se que o
analogo Hal 1883 apresentou a mesma CIM frente as bactérias S. aureus (8 uM) e
E. faecalis (16 uM). Infelizmente os efeitos inibitérios da Hylina al ainda nao foram
avaliados contra a bactéria S. epidermidis, ndo permitindo assim comparacoes.

Em outro estudo onde se buscavam estratégias para melhorar o valor
terapéutico de peptideos antimicrobianos, Conlon et al. (2007) testaram a atividade
antimicrobiana da Temporina-1Dra frente ao S. aureus, obtendo a mesma CIM
apresentada pelo peptideo Hal 1883. Quando foram realizadas substituicbes na
face hidrofébica, aqueles analogos da Temporina-1lDRa apresentaram excelente
reducdo na atividade hemolitica, porém a CIM frente ao S. aureus, que era de 8 uM,
passou a ser maior que 128 puM.

A tabela 4 sintetiza os resultados obtidos nos ensaios antibacterianos dos
peptideos Hal 1996 e Hal 1883 frente aos microrganismos Gram-positivos
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis. Os
valores das CIMs estédo expressos em pM. S&o apresentados também os resultados

obtidos nos ensaios com Hylina al por Castro et al., 2009.
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana dos peptideos Hal_ 1996 e Hal_ 1883 sobre
bactérias Gram-positivas.
Bactérias Gram-positivas
S. aureus S. epidermidis E. faecalis

CIM (uM)
Hal_1996 16 4 16
Hal_1883 8 4 16
Hylina al* 8 NT 16

NT: ndo-testado
*Dados extraidos de Castro et al., 2009.

5.6.2. Ensaios antibacterianos com cepas ATCC Gram-negativas

Os resultados da determinacéo da CIM dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883
frente as bactérias Gram-negativas estao representados abaixo.

A figura 26 representa a porcentagem de inibicdo sobre o crescimento da
bactéria Gram-negativa Klebsiella pneumoniae diante dos peptideos Hal 1996 e
Hal 1883, com concentracfes variando de 128 a 0,0625 uM. Observa-se que
ambos os peptideos apresentaram uma CIM de 8 pM frente a K. pneumoniae.
Porém, em concentracBes mais baixas destes dois peptideos, observamos um efeito
mais pronunciado do peptideo Hal 1883 quando comparado ao Hal 1996, como
pode ser ilustrado na concentracdo de 4 uM, onde o peptideo Hal 1883 exerceu
68,5% de inibicdo do crescimento deste microganismo, frente a um percentual de
inibicdo de apenas 23,9% apresentado pelo peptideo Hal 1996.
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Figura 26. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa
K. pneumoniae pelos peptideos Hal 1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em
relacdo ao controle, em concentracbes variando de 128 a 0,0625 puM. Como controle
negativo (C-) foi empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido
0,4% (v/v). As barras representam o desvio padréo.

A figura 27 representa a porcentagem de inibicdo sobre o crescimento da
bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. Esta bactéria Gram-negativa do
grupo dos nao-fermentadores de glicose aparece com grande freqiéncia em casos
de infecgbes hospitalares, e apresenta um grande potencial em desenvolver
mecanismos de resisténcia a diversas classes de antimicrobianos. As CIMs dos dois
peptideos, Hal 1996 e Hal 1883, ficaram limitados a concentracdo de 32 uM.
Abaixo desta concentracdo praticamente nenhum destes peptideos apresentou
atividade inibitoria sobre o crescimento de tal microrganismo. Estes resultados, ainda
assim, sdo melhores que aqueles apresentados pela Hylina al, cuja CIM foi de 64
MM nos estudos conduzidos por Castro et al. (2009), e equivalentes aos resultados
obtidos por Conlon et al. (2007), onde o peptideo Temporina-1 Dra também
apresentou CIM de 32 pM frente a Pseudomonas aeruginosa. Em outro estudo,
realizado por Prates et al., 2004, o peptideo antimicrobiano catiénico HSP1, isolado
do anuro Hyla punctata, também foi testado frente a cepas ATCCs de Pseudomonas
aeruginosa, e apresentou uma CIM de 48,8 uM, superior pois aquela encontrada

neste trabalho.
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Figura 27. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa
P. aeruginosa pelos peptideos Hal 1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em
relacdo ao controle, em concentracbes variando de 128 a 0,0625 pM. Como controle
negativo (C-) foi empregada agua Milli-Q -Q estérii e como controle positivo (C+),
formaldeido 0,4% (v/v). As barras representam o desvio padrao.

Na figura 28 pode-se observar o baixo grau de inibicdo do crescimento do
microrganismo Enterobacter cloacae pelos peptideos Hal 1996 e Hal 1883. A CIM
relativa aos dois peptideos estd acima da concentracdo de 128 uM. Conlon et al.
(2007), em estudos com o peptideo sintético Temporina-1 Dra obtiveram resultados
bem diferentes, com uma CIM de 32 pM.
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Figura 28. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa
E. cloacae pelos peptideos Hal 1996 (cinza claro) e Hal_1883 (cinza escuro) em relacdo
ao controle, em concentracdes variando de 128 a 0,0625 uM. Como controle negativo (C-)
foi empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As
barras representam o desvio padréo.

A figura 29 ilustra a porcentagem de inibicdo promovida pelos dois peptideos
sobre o crescimento da cepa da enterobactéria Escherichia coli nas concentracoes

variando de 128 uM a 0,0625 pM. Observa-se que tanto Hal 1996 quanto



55

Hal 1883 apresentaram uma CIM de 32 pM frente a este microrganismo. Esta
inibicdo foi semelhante a encontrada por Castro et al.(2009), uma vez que naquele
estudo com a Hylina al também se obteve CIM de 32 uM frente a cepa de E. coli
ATCC 25922, a mesma ATCC empregada em nosso trabalho.

Conlon et al. (2007) conseguiram melhores resultados com o peptideo
Temporina-1 Dra, que apresentou CIM de 16 pM frente a esta mesma bactéria.
Naquele estudo, no entanto, analogos que tiveram substituicdes (introducdo do
aminoacido lisina) na face hidrofébica tiveram uma atividade antimicrobiana mais
reduzida contra E. coli, com concentra¢des inibitdrias minimas superiores a 128 uM.
Ha de se destacar o efeito de inibicdo do crescimento da E. coli exercido pelo
peptideo Hal 1883 que mesmo nha concentracdo de 0,0625 pM apresentou

aproximadamente 38% de inibicéo.
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Figura 29. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa
E. coli pelos peptideos Hal_1996 (cinza claro) e Hal_1883 (cinza escuro) em relacdo ao
controle, em concentrac¢des variando de 128 a 0,0625 pM. Como controle negativo (C-) foi
empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As
barras representam o desvio padréo.

A figura 30 representa a porcentagem de inibicdo promovida pelos dois
peptideos sobre o crescimento de Proteus mirabilis, uma bactéria da familia das
enterobactérias. O peptideo Hal 1883 apresentou 50% de inibicdo sobre o
crescimento deste microrganismo nas concentracdes de 128 e 64 uM. Ja o peptideo
Hal 1996 somente demonstrou atividade antimicrobiana proxima a esta na
concentracédo de 128 puM, com um percentual de 47,8% de inibicdo do crescimento
de P.mirabilis. Assim como visto no estudo de Conlon et al. (2007), onde nenhum

dos peptideos testados teve efeito inibitério no crescimento de P. mirabilis (CIM >
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128 uM), a atividade antimicrobiana dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 também
ndo foi satisfatoria contra este germe. Tem sido sugerido que a composi¢ao
fosfolipidica e glicolipidica da membrana celular deste microrganismo resulta em
menor superficie anibnica que pode contribuir para esta resisténcia aos Peptideos
antimicrobianos (Conlon et al., 2007). Acredita-se que o P. mirabilis produza enzimas
proteoliticas capazes de impedirem a a¢do antimicrobiana destes peptideos (Sénior,
1999).
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Figura 30. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa
P. mirabilis pelos peptideos Hal_ 1996 (cinza claro) e Hal_ 1883 (cinza escuro) em relacdo
ao controle, em concentragfes variando de 128 a 0,0625 pM. Como controle negativo (C-)
foi empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As
barras representam o desvio padréo.

A tabela 5 sintetiza os resultados obtidos nos ensaios antibacterianos dos
peptideos Hal 1996 e Hal 1883 frente aos microrganismos Gram-negativos
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginos, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli e Proteus mirabilis. Apresenta também os resultados do peptideo Hylina al

obtidos por Castro et al., 2009. Os valores das CIMs estéo expressos em pM.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos peptideos Hal 1996 e Hal_1883 sobre
bactérias Gram-negativas.

K.pneumoniae P. aeruginosa E. cloacae E. coli P. mirabillis
CIM (uM)
Hal_1996 8 32 >128 32 >128
Hal_1883 8 32 >128 32 >128
Hylina a1* NT 64 NT 32 NT

NT: ndo-testado
*Dados extraidos de Castro et al., 20009.

5.6.3 Ensaios antibacterianos com cepas multirresistentes
Os resultados da determinacédo da CIM dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 frente
as bactérias multirresistentes Klebsiella pneumoniae KPC e Staphylococcus aureus
meticilina resistente MRSA estao representados abaixo.

5.6.3.1. Klebsiella pneumoniae KPC

A figura 31 ilustra a porcentagem de inibicdo promovida pelos dois peptideos
sobre o0 crescimento da cepa de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC), em concentragdes variando de 128 a 0,0625 uM.

Bactérias produtoras de enzima KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), com resisténcia a multiplos antimicrobianos, vém se disseminando
rapidamente e causando infeccdes dificeis de serem tratadas. Tais bactérias contém
enzimas capazes de hidrolizar um amplo espectro de antimicrobianos 3-lactamicos,
tais como penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos (Hirsch &
Tam, 2010).

Dados sobre infecgbes hospitalares, relatados pelo CDC em 2007, apontam
gque 8% das cepas de Klebsiella resistentes aos carbapenémicos eram cepas de
Klebsiella pneumoniae carbapenemase, frente a um percentual menor que 1% visto
nos dados de 2001 (Srinivasan & Patel, 2008). A rapida disseminacdo deste
patdbgeno esta associada ao fato de que o gene que confere este nivel de
resisténcia, gene bla KPC, é carreado por plasmideo (Hirsch & Tam, 2010). Como o
tratamento 6timo para cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase ainda

nao esta totalmente definido, estudos com novas drogas se fazem necessarios,
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visando a descoberta de novos agentes terapéuticos. No presente trabalho,
observou-se um interessante efeito inibitorio sobre o crescimento de K. pneumoniae
KPC pelo peptideo Hal 1996, o qual apresentou uma CIM de 128 uM. Chama a
atencdo aqui ndo o valor da CIM encontrada, mas sim o fato deste peptideo inibir o
crescimento de uma cepa bacteriana dotada de um extenso arsenal de mecanismos
de resisténcia, que vem nos ultimos meses se disseminando nos hospitais e, pior
que isto, as vezes sem opcoes terapéuticas disponiveis para seu combate. E como
ja mencionado acima, os danos causados por esta bactéria sdo alarmantes, uma vez
que sua multirresisténcia € plasmidial, logo cada vez mais bactérias podem vir a
adquirir tal mecanismo de resisténcia. Nao tdo notavel, porém ndo desprezivel
também, o peptideo Hal 1883 apresentou inibicdo em 70% no crescimento desta
bactéria na concentracdo de 128 uM. Apesar do peptideo Hal 1996 ter apresentado
uma CIM menor quando comparado ao peptideo Hal 1883, este Ultimo manteve um
efeito de inibicdo parcial sobre o crescimento microbiano até a concentracdo de
4 UM em torno de 26%, contra menos de 2% de inibicAo causada por acdo do
peptideo Hal 1996.
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Figura 31. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa
K. pneumoniae KPC pelos peptideos Hal 1996 (cinza claro) e Hal_ 1883 (cinza escuro) em
relacdo ao controle, em concentracbes variando de 128 a 0,0625 puM. Como controle
negativo (C-) foi empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido
0,4% (v/v). As barras representam o desvio padréo.

5.6.3.2.Staphylococcus aureus MRSA
O Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, mais precisamente
um coco Gram-positivo, que se constitui como uma das principais causas de

infeccbes hospitalares, resultando em doenca em 2% de todos 0s pacientes
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recém-admitidos. Aparece como sendo a causa mais frequente de infec¢des de sitio
cirargico, infecgbes do trato respiratorio inferior e infecgbes cardiovasculares, além
de estar bastante envolvido em infec¢des de corrente sanguinea (Nubel et al., 2008).
De acordo com estimativas recentes, ocorreram 400.000 hospitalizacdes
relacionadas ao Staphylococcus aureus por ano nos Estados Unidos, causando
11 mil mortes neste periodo (Klein et al., 2007).

O Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) apresenta uma
SURWHtQD GH OLJDomR D SHQLFLOLQD PRGLILFDGD 3%3
pelos antibidticos R-lactamicos. As proteinas PBP2a sdo codificadas pelo gene
mecA, que esta localizado em um grande fragmento de DNA mével designado

FDVVHWH FURPRVV{PLFRSCB¥aY)D As ppteingd BR figacdo a
penicilina sdo responsaveis por catalizar a ligacdo cruzada do peptidoglicano na
parede celular bacteriana (Nubel et al., 2008).

A capacidade de S. aureus de apresentar resisténcia a todas as classes de
agentes antimicrobianos cada vez mais complica os esforcos para prevenir e tratar
infeccbes, especialmente em pacientes hospitalizados, justificando assim a
importancia de se buscar novas opcdes terapéuticas para combater tal
microrganismo. Observa-se na figura 32 uma O6tima atividade dos peptideos
Hal 1996 e Hal 1883 frente ao S. aureus MRSA, com CIMs de, respectivamente,
8 UM e 2 uM.
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Figura 32. Porcentagem de inibicdo do crescimento da bactéria Gram-positiva
S. aureus meticilina resistente (MRSA) pelos peptideos Hal_1996 (cinza claro) e Hal_1883
(cinza escuro) em relagdo ao controle, em concentracdes variando de 128 a 0,0625 pM.
Como controle negativo (C-) foi empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo
(C+), formaldeido 0,4% (v/v). As barras representam o desvio padrao.
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A tabela 6 sintetiza os resultados obtidos nos ensaios antibacterianos dos
peptideos Hal 1996 e Hal 1883 frente aos microrganismos multirresistentes
S. aureus MRSA e K. pneumoniae KPC. Os valores das CIMs estdo expressos em
MM,

Tabela 6. Atividade antimicrobiana dos peptideos Hal_ 1996 e Hal_ 1883 sobre
microrganismos multirresistentes.

MICRORGANISMOS
MULTIRRESISTENTES

S. aureus K. pneumoniae
(MRSA) (KPC)
CIM (uUM)
Hal_1996 8 128
Hal 1883 2 >128

5.6.4. Ensaios antimicrobianos com leveduras

Na figura 33 estdo representados os efeitos inibitérios dos peptideos
Hal 1996 e Hal 1883 sobre o crescimento da levedura Candida albicans, um
importante patégeno causador de infec¢cdes que acomete principalmente pacientes
imunocomprometidos, propicios ao desenvolvimento de candidiase oral. No presente
estudo, o peptideo Hal 1996 apresentou melhor efeito inibitério sobre C. albicans
guando comparado ao peptideo Hal 1883. Na concentracdo de 128 uM, Hal 1996
promoveu aproximadamente 78% de inibicdo sobre o crescimento de C. albicans,
comparado a um percentual de inibicdo de pouco mais que 42% do peptideo
Hal 1883. Pode-se observar que entre o intervalo de concentracbes de 128 pM a
32 UM, o peptideo Hal 1996 exerceu praticamente o dobro do efeito inibitério
apresentado pelo peptideo Hal 1883. Ja na concentracdo de 8 pM, ndo se nota
efeito inibitério no crescimento de C. albicans por nenhum dos dois peptideos
testados. Em estudo anterior, onde foi empregado o peptideo Hylina al, este
apresentou melhor efeito inibitério que seus analogos, com CIM de 16,7 uM frente a
C. albicans (Castro et al., 2009). Porém, CIMs mais elevadas foram encontradas no
trabalho de Prates et al.(2004), onde foi obtida uma CIM de 195,2 uM frente a duas

cepas distintas de C. albicans, uma cepa ATCC e outra um isolado clinico com
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resisténcia a anfotericina B. Em outro estudo realizado por Kavanagh & Dowd
(2004), foi demonstrada a importancia do peptideo antimicrobiano Histatina-5 no
combate a infec¢bes por C. albicans, como também foi proposto o uso de tal
peptideo em dentaduras e préteses situadas na cavidade oral. No estudo realizado
por Conlon et al. (2007), o peptideo Temporina-1 DRa apresentou CIM de 32 uM
frente a C. albicans. Estudos recentes tém evidenciado a habilidade da C. albicans
em produzir enzimas proteoliticas do grupo das aspartil-proteases capazes de
degradarem o tecido hospedeiro, bem como propiciar a invasao dos tecidos por tais
microrganismos. Estas enzimas proteoliticas podem explicar os baixos niveis de
sensibilidade da C. albicans frente a determinados peptideos antimicrobianos, tal
como Visto na resisténcia deste microrganismo frente a Histatina 5. (Meiller et al.,
2009).
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Figura 33. Porcentagem de inibicdo do crescimento da levedura C. albicans pelos
peptideos Hal 1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em relacdo ao controle, em
concentracdes variando de 128 a 0,0625 uM. Como controle negativo (C-) foi empregado
agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As barras
representam o desvio padréo.

A figura 34 representa os efeitos inibitérios bem mais pronunciados dos
peptideos Hal 1996 e Hal 1883 sobre o crescimento de Candida parapsilosis
gquando comparados aqueles resultados obtidos por estes dois peptideos quando
testados contra C. albicans. Os resultados aqui encontrados foram também mais
satisfatorios que aqueles obtidos por Castro et al. (2009), onde a Hylina al
apresentou CIM de 67 uM quando testada frente a C. parapsilosis. No presente

trabalho, observou-se uma CIM consideravelmente melhor para o peptideo
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Hal 1883, na faixa de 4 uM, frente a uma CIM de 16 uM para o peptideo Hal_ 1996.
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Figura 34. Porcentagem de inibicdo do crescimento da levedura C. parapsilosis
pelos peptideos Hal_ 1996 (cinza claro) e Hal_ 1883 (cinza escuro) em relagdo ao controle,
em concentragbes variando de 128 a 0,0625 pM. Como controle negativo (C-) foi
empregada agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As
barras representam o desvio padréo.

Na figura 35 estéo representados os percentuais de inibicdo no crescimento
da levedura Candida krusei frente a diferentes concentracbes dos peptideos
Hal 1996 e Hal 1883. O peptideo Hal 1996 apresentou CIM de 128 uM, frente a
uma concentac¢do acima de 128 uM apresentada pelo peptideo Hal 1883.

Os resultados apresentados pelo peptideo Hylina al mostram uma melhor
atividade inibitoria frente a C. krusei quando comparado aos peptideos Hal 1996 e
Hal 1883 (Castro et al., 2009). Merece ser destacado também o fato de, ao se
comparar os efeitos destes dois peptideos frente as trés cepas de leveduras aqui
empregadas, o peptideo Hal_1883 superou os efeitos inibitérios observados em

relacdo ao Hal 1996 somente frente a C. parapsilosis.
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Figura 35. Porcentagem de inibicdo do crescimento da levedura C. krusei pelos
peptideos Hal_1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em relacdo ao controle, em
concentracdes variando de 128 a 0,0625 uM. Como controle negativo (C-) foi empregada
agua Milli-Q estéril e como controle positivo (C+), formaldeido 0,4% (v/v). As barras
representam o desvio padréo.

A tabela 7 abaixo sintetiza os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos
dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 frente as cepas ATCC das leveduras Candida
albicans, C. parapsilosis e C. krusei. S&o apresentados também os resultados
obtidos por Castro et al., 2009, nos testes da Hylina frente a estas 3 espécies de

Candida. Os valores das CIMs estao expressos em pM.

Tabela 7. Atividade antimicrobiana dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883

sobre leveduras patogénicas.

LEVEDURAS
C.albicans C.parapsilosis C.krusei
CIM (uM)
Hal_1996 >128 16 128
Hal_1883 >128 4 >128
Hlina al* 16.7 67 16.7

*Dados extraidos de Castro et al., 20009.

5.6.5. Ensaios com micobactérias
O Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose humana, esta
entre 0s agentes infecciosos mais letais. Embora a incidéncia de tuberculose tenha

declinado nas ultimas décadas, a emergéncia de casos de HIV e de cepas de
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M. tuberculosis MDR tém revertido este quadro, diminuindo o éxito no tratamento da
doenca. A quimioterapia anti-tuberculose padrdo € considerada um importante
componente no controle da tuberculose, porém o surgimento destas cepas MDR tem
levado a uma reducao drastica no numero de antibidticos efetivos, o que impulsiona
a busca por novas abordagens terapéuticas anti-tuberculose (Linde et al., 2001).
Os PAMs sdo um novo grupo de antibiéticos ativos, com um mecanismo de agéo
particular, e amplamente distribuidos na natureza, que ja demonstraram atividade
contra cepas de M. tuberculosis, como por exemplo o peptideo PR-39, rico em
arginina e prolina, isolado do intestino de porco, e peptideos derivados da
granulisina, presentes em granulos dos linfécitos T citotéxicos humanos (Zerbini et
al., 2006). Nesse estudo, os peptideos Hal 1996 e Hal 1883 apresentaram,
respectivamente, 80% e 74% de inibicdo sobre o crescimento de isolados clinicos de
M. tuberculosis na concentracédo de 64 uM (Figura 35).

Contra isolados clinicos de M. tuberculosis MDR, os peptideos Hal 1996 e
Hal 1883 mostraram inibir, respectivamente, 70% e 44% do crescimento deste

microrganismo na concentracao de 64 uM, conforme ilustrado na figura 36.

100 -
90
&0
0
60
50

i, |

0,5 0,25 0,125 0,0625 ¢+ ¢

Porcentagem de inibigao
do crescimento microbiano

Concentracédo dos analogos em pM

Figura 36. Porcentagem de inibicdo do crescimento de M. tuberculosis H37Ra pelos
peptideos Hal 1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em relacdo ao controle, em
concentragdes variando de 64 a 0,0625 pM. Como controle negativo (C-) foi utilizado meio
Middlebrook 7H9 com OADC e agua Milli-Q estéril; o controle positivo constitui de meio
Middlebrook 7H9 com suspensao de micobactérias. As barras representam o desvio padrao.



65

2 100 4
=
:g = 90
=2 80
= =]
£ .2 10
w £ 60 -
= o ]
= = 50
@ ; 40
=
£9 o
TR ]
e orH 10 TH TE T TE A TE TR THE .- TH -
64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,425 0,0625 c+ c-
Concentracido dos analogos em pM

Figura 37. Porcentagem de inibicdo do crescimento de M. tuberculosis MDR pelos
peptideos Hal_ 1996 (cinza claro) e Hal 1883 (cinza escuro) em relacdo ao controle, em
concentragdes variando de 64 a 0,0625 pM. Como controle negativo (C-) foi utilizado meio
Middlebrook 7H9 com OADC e agua Milli-Q estéril; o controle positivo constitui de meio
Middlebrook 7H9 com suspensao de micobactérias. As barras representam o desvio padrao.

Estes dois analogos da Hylina al exerceram efeitos inibitérios mais
satisfatorios que aqueles observados por Zerbini et al. (2006), onde henhum de seus
dois peptideos testados exerceu inibicdo sobre isolados de M. tuberculosis, somente
demonstrando inibicAo sobre cepas de M. smegmatis. Deve se levar em
consideracao as diferentes cepas empregadas, bem como a técnica utilizada, ja que
no presente estudo foi empregada microdiluicdo em caldo 7H9 de Middlebrook,
frente a macrodiluicdo em 7H9 empregada por Zerbini et al. Outro fato que merece
atencao, de acordo com Zerbini et. al. (2006), diz respeito & composicao do fluido de
enriguecimento OADC empregado nos dois estudos, uma vez que tal fluido contém
albumina bovina que poderia vir a demonstrar atividade inibitéria contra
determinados peptideos antimicrobianos.

Em seus estudos com o peptideo PR-39, Linde et al. (2001) demonstraram a
capacidade deste peptideo em inibir o crescimento de isolados clinicos de
M. tuberculosis suscetiveis a drogas antituberculosas na faixa de 80 a 90%, a uma
concentracdo de 50 mg/L. Este mesmo peptideo foi capaz de inibir de 39 a 49% do
crescimento de isolados clinicos de M. tuberculosis MDR nesta mesma
concentracdo. A técnica empregada por Linde et al. difere da empregada no
presente trabalho, uma vez que seus ensaios foram realizados pelo método
radiométrico BACTECT.

Apesar de ndo terem provocado uma inibicdo total no crescimento das

micobactérias, os efeitos dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883 devem ser
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considerados, sendo conveniente avaliar possiveis sinergismos destes peptideos
com outras drogas anti-tuberculose, aproveitando a capacidade destes peptideos
em permeabilizar as membranas das micobactérias, facilitando assim a acédo de
outras drogas. Deve ser enfatizada a grande dificuldade de permeabilizacdo da
parede das micobactérias, muito ricas em lipideos e bastante compactas, o que
garante as micobactérias a capacidade de sobreviver e se multiplicarem no interior
de células fagociticas bem como resistrem a insercdo de moléculas de
medicamentos (Linde et al.,2001). O presente estudo, além de fornecer dados sobre
a acao de peptideos antimicrobianos sobre isolados clinicos de M. tuberculosis
sensiveis e resistentes as drogas usadas no tratamento da tuberculose, fornece
também mais subsidios para a utilizacdo de uma metodologia que emprega o
indicador de viabilidade celular (MTT) para determinacdo da CIM em microplacas,
visto que a metodologia classica ou padrao-ouro, o Método das Propor¢cdes em meio
sélido Lowenstein-Jensen, assim também como alguns sistemas automatizados e
semi-automatizados, tém um custo mais elevado e execucdo mais dificil.
Corroborando com os resultados obtidos por Ribeiro et al. (2004), pode-se atestar
gue esta metodologia de determinacdo da CIM em microplacas pode se constituir
em uma alternativa rapida e de facil execucdo para testes de sensibilidade frente a
cepas de M. tuberculosis. Leite et al. (2000) ja havia comparado a técnica de
microdiluicdo em caldo com o método padrdo-ouro das propor¢cdes em testes com
M. tuberculosis, demonstrando excelentes sensibilidade e especificidade entre eles.

A tabela 8 sintetiza os valores (em porcentagem) de inibicdo dos peptideos
Hal 1996 e Hal 1883 sobre o crescimento dos isolados clinicos de M. tuberculosis
H37Ra e M. tuberculosis MDR. Os valores das CIMs estdo expressos em pM. Entre
parénteses estdo expressos 0s Vvalores (em porcentagem) de inibicdo do
crescimento da cepa de micobactéria na maior concentracéo testada.

Tabela 8. Atividade antimicrobiana dos peptideos Hal 1996 e Hal 1883
sobre M. tuberculosis H37Ra e MDR.

H37Ra MDR
CIM (uM)
Hal_1996 >64 (80%) >64 (69,97%)

Hal 1883 > 64 (74%) >64 (44,37%)
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, dois analogos da Hylina al foram propostos e
sintetizados quimicamente. Tais anélogos, denominados Hal 1996 e Hal 1883,
foram avaliados quanto ao seu potencial citolitico frente a diferentes tipos celulares,
incluindo bactérias, leveduras e células sanguineas humanas.

Observou-se que os dois peptideos produzidos desempenharam atividade
antimicrobiana contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
inclusive frente a cepas multirresistentes, atividade contra leveduras e também frente
a micobactérias. Os resultados obtidos nos ensaios hemoliticos mostraram o forte
poder de hemdlise destes dois peptideos frente as hemécias de doador saudavel O,
e nos experimentos de citometria ficaram demonstradas também as atividades liticas
destes peptideos frente aos leucocitos. Algumas consideracdes devem ser feitas em
relacdo as substituicbes de residuos de aminoacidos nas faces polares e apolares
dos dois analogos. A substituicdo do residuo de prolina na face polar da Hylina al
pode tergerDGR DQiIiORJRV FRP PDLRU SURSHI@Noidl, b ggeR QIRUF
pode ter contribuido para a acentuada atividade hemolitica destes dois analogos
quando comparados ao seu protétipo, a Hylina al. A presenca dos residuos ndo
polares nas posicfes 12 (Alanina por Glicina) e 16 (Leucina por Lisina) na face
hidrofébica do analogo Hal 1996 leva a uma reducéo da hidrofobicidade desta face,
quando comparada a face hidrofébica vista no anadlogo Hal 1883. A maior
hidrofobicidade do analogo Hal 1883 justifica ndo apenas seu maior tempo de
retencdo em RP-HPLC, como também seus acentuados efeitos hemoliticos e liticos
sobre leucécitos humanos. Aumentos nos niveis de hidrofobicidade estdo muito
relacionados a aumentos na citotoxicidade frente a células de mamiferos e bactérias
Gram-positivas (Jenssen et al., 2006). Isto foi observado em nossos ensaios, ja que
o analogo Hal 1883 apresentou maior efeito hemolitico, efeito citolitico sobre
leucocitos e maior atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus
aureus e MRSA quando comparado ao analogo Hal 1996. Nossos dados sao
corroborados por aqueles encontrados por Chen et al. (2005), onde ficou
demonstrado que quanto mais hidrofébico o aminoacido substituinte na face apolar,
mais acentuada a atividade hemolitica do peptideo. Foi também observado por

aguele grupo de pesquisadores que aumentos na hidrofobicidade da face polar
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levaram a reducd@o na atividade frente a bactérias Gram-positivas, corroborando
assim nossos achados em relacdo ao analogo Hal 1996, o qual apresenta o0s
residuos nao polares Leucina, Leucina e Isoleucina, respectivamente, nas posicdes
11, 14 e 18, e como ja mencionado acima exibiu menor atividade antimicrobiana
frente a Staphylococcus aureus e S. aureus MRSA gue o analogo Hal 1883 (o qual
apresenta um residuo de glicina na posicao 11 e residuos de lisina nas posicoes 14
e 18).

Apesar dos resultados ndo tdo favoraveis nos ensaios hemoliticos e de
citometria de fluxo, principalmente referentes ao peptideo Hal 1883, bem como de
determinadas CIMs muito elevadas frente a certas amostras de microrganismos,
deve ser levada em consideracdo a possibilidade destes peptideos serem usados
em sinergismo com outras drogas, possibilitando uma melhor atividade destas. Além
disso, ha de se considerar que a atividade antimicrobiana dos peptideos
antimicrobianos pode ser melhorada através de alguns artificios, como alguns
refinamentos no desenho desses peptideos, redistribuindo o0s residuos
positivamente carregados na superficie da regido hidrofilica da roda helicoidal,
promovendo uma dispersibilidade mais uniforme dos residuos que garanta um
aumento na forca de interacdo entre os peptideos antimicrobianos e a superficie
anidénica dos microrganismos, culminando com a formagéo de poros de membrana
mais estaveis. A regulacdo paralela dos outros parametros estruturais conhecidos
também garante uma melhora na atividade destes peptideos, tanto no que diz
respeito a atividade antimicrobiana quanto no que diz respeito a sua atividade toxica.
Problemas relacionados a curta meia-vida plasméatica (alguns peptideos séo
vulneraveis as enzimas proteoliticas) podem ser superados por modificactes
especificas como o emprego de D-aminoacidos, em vez de L-aminoacidos,
incorporacao de fragmentos nao protéicos, amidacéo e acetilagédo da porcéao terminal
da cadeia peptidica.

Esta tentativa de otimizar a estrutura, e consequentemente, a atividade dos
peptideos antimicrobianos, justifica-se pelo fato de que eles vém se tornando cada
vez mais populares como novos compostos farmacéuticos, e passando a ser
progressivamente aplicados em pesquisas clinicas. Ha evidéncias de que os
peptideos antimicrobianos sejam menos suscetiveis a resisténcia bacteriana que os
tradicionais antibidticos, podendo entdo se constituir em uma nova classe de

agentes terapéuticos (Hancock & Patrzykat, 2002). Estudos ja mostraram que
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determinados PAMs apresentam atividade contra patégenos resistentes a
antibioticos como penicilina, tetraciclina e vancomicina (Tiozo et al., 1998).
Espera-se com isto que em um futuro préximo eles possam ser aplicados nao
apenas em laboratorios, pois com o0 surgimento crescente de cepas de
microrganismos cada vez mais resistentes aos antibiéticos classicos, os peptideos
antimicrobianos podem se constituir em uma boa alternativa a estas drogas, além de
poderem ser empregados como potenciais produtos para a saude, tais como

antisépticos e desinfetantes.
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